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DESCRIPCION
Proteinas de fusién Fc que comprenden enlazadores o disposiciones nuevos
Antecedentes

La utilidad de muchos agentes terapéuticos, en particular de productos biolégicos tales como péptidos, polipéptidos
y polinucledtidos, sufre semividas inadecuadas en suero. Esto hace necesaria la administracion de dichos agentes
terapéuticos a altas frecuencias y/o en dosis mas altas, o el uso de formulaciones de liberacion sostenida, con el fin
de mantener los niveles en suero necesarios para los efectos terapéuticos. La administracién sistémica frecuente de
farmacos se asocia a efectos secundarios negativos considerables. Por ejemplo, las inyecciones sistémicas
frecuentes representan una molestia considerable para el sujeto y suponen un alto riesgo de infecciones
relacionadas con la administracion, y pueden requerir hospitalizacion o visitas frecuentes al hospital, en particular
cuando el agente terapéutico ha de administrarse por via intravenosa. Ademas, en tratamientos a largo plazo, las
inyecciones intravenosas diarias también pueden conducir a efectos secundarios considerables de cicatrizacion de
tejidos y patologias vasculares provocadas por la puncion repetida de los vasos. Se conocen problemas similares
para todas las administraciones sistémicas frecuentes de la terapéutica, tales como, por ejemplo, la administraciéon
de insulina a diabéticos o farmacos de interferon en pacientes que padecen esclerosis multiple. Todos estos factores
conducen una disminucion en el cumplimiento del paciente y al aumento de los costes para el sistema sanitario.

Un método para aumentar la semivida en suero de una proteina es unirlo a un resto farmacocinético. Un tipo de
resto farmacocinético que se ha utilizado es un dominio de "Fc" de un anticuerpo. Los anticuerpos comprenden dos
partes funcionalmente independientes, un dominio variable conocido como "Fab", que se une al antigeno y un
dominio constante conocido como "Fc", que enlaza con funciones efectoras tales como la activacion del
complemento y el ataque por células fagociticas. Un dominio de Fc tiene una larga semivida en suero. Capon et al.
(1989), Nature 337: 525-31. Cuando esta fusionado a una proteina terapéutica, un dominio Fc puede proporcionar
una semivida mas larga o incorporar funciones tales como la unién al receptor de Fc, la union a la proteina A, la
fijacion del complemento y quizd incluso la transferencia placentaria. EI documento WO 96/24671 describe
receptores quiméricos multiespecificos que comprenden un dominio Fc unido a una proteina heteréloga mediante un
enlazador.

La presente solicitud proporciona nuevas proteinas de fusién Fc que aumentan la semivida en suero de diversos
agentes terapéuticos, polipéptidos que tienen una mayor semivida en suero y métodos para aumentar la semivida en
suero de los agentes terapéuticos.

Sumario

La invencion de refiere a un polipéptido, un acido nucleico, un vector y una célula hospedadora como se define en
las reivindicaciones. Los polipéptidos comprenden un dominio Fc de inmunoglobulina y un polipéptido heterélogo, en
el que el polipéptido heterdlogo esta fusionado al extremo C-terminal del dominio Fc por un enlazador polipeptidico
que comprende una secuencia derivada de la regién de cola C-terminal de la cadena pesada de una
inmunoglobulina unida a membrana o secretora. El enlazador polipeptidico comprende una secuencia que es al
menos un 90 % idéntica a cualquiera de los SEQ ID NO: 86, 67 y 57.

En un aspecto, la solicitud proporciona un polipéptido que comprende: (a) un dominio '°Fn3 que tiene una secuencia
de aminoacidos alterada respecto a la secuencia de tipo silvestre, en el que el dominio '°Fn3 se une a una molécula
diana con una Kp de menos de 500 nM; (b) un dominio Fc de inmunoglobulina (Ig); y (¢) una secuencia bisagra.

En ciertas realizaciones, el polipéptido puede tener la siguiente disposicion del extremo N al extremo C: dominio
0Fn3-bisagra-dominio Fc. En realizaciones alternativas, el polipéptido puede tener la siguiente disposicion del
extremo N al extremo C: bisagra-dominio Fc-enlazador-dominio '°Fn3.

En realizaciones de ejemplo, el polipéptido es un dimero. El dimero preferentemente se forma a través de un enlace
disulfuro entre restos de cisteina libres en la region bisagra.

En ciertas realizaciones, el polipéptido comprende adicionalmente un segundo dominio '°Fn3 que tiene una
secuencia de aminoacidos alterada respecto a la secuencia de tipo silvestre y en el que el segundo dominio '°Fn3 se
une a una molécula diana con una Kp de menos de 500 nM. Los dos dominios '°Fn3 pueden unirse a las mismas o
diferentes dianas.

En ciertas realizaciones, el dominio Fc del polipéptido puede ser de una IgG, IgM, IgD, IgE o IgA. En realizaciones
de ejemplo, el dominio Fc deriva de una IgG, tal como una IgG1.

En diversas realizaciones, la secuencia bisagra y el dominio Fc pueden derivar de los mismos o diferentes isotipos
de lg.
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En ciertas realizaciones, el polipéptido heterélogo comprende un dominio '°Fn3. En ciertas realizaciones, el
polipéptido heterdlogo comprende dos dominios '°Fn3, en el que los dos dominios '°Fn3 pueden unirse las mismas o
diferentes dianas.

En otro aspecto, la solicitud proporciona un acido nucleico que codifica las proteinas de fusion Fc que se
proporcionan 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 de Fc que se describen en el
presente documento. También se proporcionan células hospedadoras que contienen dichos vectores de expresion y
métodos para producir las proteinas de fusion Fc que se describen en el presente documento en las células
hospedadoras.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Inhibicion de PCSK9:EGFA (panel izquierdo) y de PCSK9:ATI-972 (panel derecho) por PRD460 en un
ensayo de TERF.

Figura 2. Inhibicion del agotamiento, inducido por PCSK9, del LDLR de la superficie de la célula HepG2 por
Adnectinas anti-PCSKO.

Figura 3. Inhibicion de la entrada en la célula de PCSK9-AF647 en células HepG2 por Adnectinas anti-PCSKO9.
Figura 4. Niveles plasmaticos de hPCSK9 no unido en ratones transgénicos tratados con PRD460 (dosificado por
viai.p.).

Figura 5. Efecto de PRD460 (15 mg/kg por via i.v.) sobre LDL-C y PCSK9 libre en macacos (media +/- ETM, n =
3).

Figura 6. Farmacocinética de PRD460 y ATI-1081 después de la administracion intravenosa en macacos.

Figura 7. Farmacocinética de PRD460 y Adn-1 tras la administracion intravenosa en macacos.

Figura 8. Farmacocinética de C7FLFc, Adn-2 y Adn-3 después de la administracion intravenosa en macacos.
Figura 9. Farmacocinética de Adn-1 en macacos después de la administracion intravenosa y subcutanea.

Figura 10. Farmacocinética de PRD460, PRD461, PRD239, PRD713, Adn-1, Adn-4, Adn-5, Adn-6 y Adn-7
después de la administracién intravenosa en ratones.

Figura 11. Farmacocinética de C7FLFc, Adn-8, Adn-3 y Adn-9 después de la administracion intravenosa en
ratones.

Figura 12. Farmacocinética de PRD239 y PRD713 después de la administracion intravenosa en ratones.

Figura 13. Farmacocinética de PRD460 después de la administracion intravenosa en ratones C57Bl/6 vy
desnudos.

Figura 14. Farmacocinética de PRD460 y PRD461 después de la administracion intravenosa en ratones.

Figura 15. Inhibicion de la proliferacion de BaF3 por C7FL-Fc.

Figura 16. Inhibiciéon del agotamiento, inducido por PCSK9, del LDLR de la superficie de la célula HepG2 por
proteinas de fusion Fc-'°Fn3 anti-PCSKO.

Figura 17. Inhibiciéon del agotamiento, inducido por PCSK9, del LDLR de la superficie de la célula HepG2 por
proteinas de fusién Fc-'°Fn3 anti-PCSKO.

Figura 18. Rendimiento promedio de proteinas Fc-'°Fn3 de alta produccion expresadas en mamiferos.

Figura 19. Puntuacion de monoémero de proteinas Fc-'°Fn3 de alta produccion expresadas en mamiferos.

Figura 20. Rendimiento promedio de proteinas Fc-'°Fn3 expresadas a media escala.

Figura 21. Puntuacion de monomero de proteinas Fc-'°Fn3 expresadas a media escala.

Figura 22. Datos de CL-EM de proteinas Fc-'°Fn3 expresadas a media escala.

Figura 23. Datos de CDB de proteinas Fc-'°Fn3 expresadas a media escala.

Figura 24. Datos de sensograma de RPS para la union de proteinas Fc-'°Fn3 expresadas a media escala a la
diana.

Figura 25. Comparacion de la secuencia de aminoacidos de Fc de la region constante y1 humana de tipo
silvestre (Fc1) con variantes de Fc de Fc4 a Fc17. El dominio Cn1 de la regidn constante humana y1 no es parte
del Fc y por tanto no se muestra. Se indican las ubicaciones de la region bisagra, el dominio C42 y el dominio
Cuh3. Se indican los residuos de Cys normalmente implicados en el enlace disulfuro a la region constante de
cadena ligera (LC, del inglés light chain) y a la region constante de cadena pesada (HC, del inglés heavy chain).
Un "." indica la identidad al tipo silvestre en esa posicién. A "-" indica un hueco introducido en la secuencia para
optimizar la alineacién. Solamente se muestran las ubicaciones en las que las variantes de Fc difieren del tipo
silvestre, de lo contrario, las secuencias Fc coinciden con la secuencia de tipo silvestre. Las posiciones de la
secuencia se numeran de acuerdo con el sistema de numeracion para las proteinas de inmunoglobulina indice
EU universalmente aceptado. *** Indica la ubicacion del extremo carboxilo y se incluye para aclarar la diferencia
en el extremo carboxilo de Fc6 respecto a las otras versiones de Fc.

Figura 26. Comparacion de las secuencias de aminoacidos del Fc de la region constante y2a de raton BABL/c de
tipo silvestre (mFc1) y del Fc de la regién constante y2c de raton C57BL/c de tipo silvestre (mFc3) con la funcién
efectora de Fc menos las variantes mFc2 y mFc4. Se indica la ubicacién de la region bisagra, del dominio Ch2 y
del dominio Cx3. Se indican los residuos de Cys normalmente implicados en el enlace disulfuro a la regién
constante de cadena pesada (HC, del inglés heavy chain). Un "." indica la identidad al tipo silvestre en esa
posicion. A "-" indica un hueco introducido en la secuencia para optimizar la alineacién. Las posiciones de la
secuencia se numeran de acuerdo con el sistema de numeracion para las proteinas de inmunoglobulina indice
EU universalmente aceptado.
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Figura 27. Inmunogenicidad de 1571G04-PEG en macacos.
Figura 28. Inmunogenicidad de 1571G04-Fc en macacos.

Descripcion detallada
Definiciones

Por un "polipéptido" se entiende cualquier secuencia de dos o mas aminoacidos, independientemente de su longitud,
su modificacion postraduccional o su funcion. "Polipéptido”, "péptido" y "proteina" se usan indistintamente en el
presente documento. Los polipéptidos pueden incluir aminoacidos naturales y aminoacidos no naturales tales como

los descritos en la Patente de los EE.UU. N.° 6.559.126.

Los polipéptidos también pueden modificarse en cualquiera de diversas formas quimicas convencionales (por
ejemplo, un aminoacido puede modificarse con un grupo protector; el aminoacido carboxi-terminal puede convertirse
en un grupo amida terminal; el residuo amino-terminal puede modificarse con grupos, por ejemplo, para aumentar la
lipofilia; o el polipéptido puede glicosilarse quimicamente o modificarse de otro modo para aumentar la estabilidad o
la semivida in vivo). Las modificaciones de polipéptidos pueden incluir la uniéon 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).

"Porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos" en el presente documento se define como el porcentaje
de restos de aminoacido en una secuencia candidata que son idénticos a los restos de aminoacido en una
secuencia seleccionada, después de alinear las secuencias e introducir huecos, si fuera necesario, para conseguir el
maximo porcentaje de identidad de secuencia, y sin considerar ninguna sustitucion conservadora como parte de la
identidad de secuencia. La alineacion con el propésito de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de
aminoacidos puede conseguirse de diversos modos que pertenecen a la experiencia en la materia, por ejemplo,
usando software informatico disponible al publico tal como el software BLAST, BLAST-2, ALIGN, ALIGN-2 o
Megalign (DNASTAR). Los expertos en la materia pueden determinar parametros apropiados para medir la
alineacion, incluyendo cualquier algoritmo necesario para conseguir la alineacion maxima sobre la longitud completa
de las secuencias que se estan comparando. Para los propositos del presente documento, sin embargo, los valores
de % de identidad de secuencia de aminoacidos se generan usando el programa informatico de comparacion de
secuencias ALIGN-2. El programa informatico de comparacion de secuencias ALIGN-2 fue creado por Genentech,
Inc. y se ha presentado con documentacion de usuario en la Oficina de Propiedad Intelectual de los EE.UU.,
Washington D.C., 20559, donde esta registrado con el N.° de Registro de Propiedad Intelectual de los EE.UU.
TXU510087 y esta disponible al publico a través de Genentech, Inc., South San Francisco, California. El programa
ALIGN-2 debe compilarse para su uso en un sistema operativo UNIX, preferentemente UNIX V4.0D digital. Todos
los parametros de comparacion de secuencia se configuran mediante el programa ALIGN-2 y no varian.

Para los propésitos del presente documento, el % de identidad de secuencia de aminoacidos de un secuencia de
aminoacidos dada A a, con o contra una secuencia de aminoacidos dada B (que como alternativa puede expresarse
como una secuencia de aminoacidos dada A que tiene o comprende un cierto % de identidad de secuencia de
aminoacidos a, con o contra una secuencia de aminoacidos dada B) se calcula como se indica a continuacion: 100
veces la fraccion X/Y donde X es el numero de restos de aminoacidos identificados como emparejamientos idénticos
por el programa de alineacion de secuencias ALIGN-2 en la alineacién de ese programa de Ay B, y donde Y es el
numero total de restos de aminoacidos en B. Se apreciara que cuando la longitud de la secuencia de aminoacidos A
no sea igual a la longitud de la secuencia de aminoacidos B, el % de identidad de secuencia de aminoacidos de A a
B no sera igual al % de identidad de secuencia de aminoacidos de B a A.

Las notaciones "mpk", "mg/kg" o "mg por kg" se refieren a miligramos por kilogramo. Todas las anotaciones se usan
indistintamente en toda la presente descripcion.

La "semivida" de un polipéptido generalmente puede definirse como el tiempo que tarda la concentracion en suero
del polipéptido en reducirse en un 50 %, in vivo, por ejemplo, debido a la degradacion del polipéptido y/o el
aclaramiento o secuestro del polipéptido por mecanismos naturales. La semivida puede determinarse de cualquier
manera conocida en si, tal como mediante analisis farmacocinético. Las técnicas adecuadas seran evidentes para el
experto en la materia y pueden, por ejemplo, implicar generalmente las etapas de administrar una dosis adecuada
de un polipéptido a un roedor o primate; recoger muestras de sangre u otras muestras de dicho primate a intervalos
regulares; determinar el nivel o la concentracién del polipéptido en dicha muestra de sangre; y calcular, a partir de
(una representacion de) los datos obtenidos de este modo, el tiempo hasta que el nivel o la concentracion del
polipéptido se ha reducido en un 50 % en comparacién con el nivel inicial tras la dosis. Pueden encontrarse 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 + D Perron, publicado por Marcel Dekker, 22 edicion rev. (1982).

La semivida puede expresarse usando parametros tales como el t1/2-alfa, t1/2-beta, SV_Lambda_z y el area bajo la
curva (ABC). En la presente memoria descriptiva, un "aumento de la semivida" se refiere a un aumento en uno
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cualquiera de estos parametros, dos cualesquiera de estos parametros, tres cualesquiera de estos parametros o los
cuatro de estos parametros. Un "aumento de la semivida", en particular, se refiere a un aumento en el t1/2-beta y/o
SV_Lambda_z, ya sea con o sin un aumento en el t1/2-alfa y/o el ABC o ambos. Otros parametros farmacocinéticos
que pueden evaluarse incluyen el volumen de distribucion (VD), el aclaramiento (CL) y el tiempo medio de residencia
(TMR). En la presente memoria descriptiva, un "cambio en la farmacocinética" se refiere a los cambios en cualquiera
de estos parametros, dos cualesquiera de estos parametros o los tres de estos parametros, en presencia o ausencia
de cambios en los parametros de semivida mencionados anteriormente.

Proteinas de fusion Fc

La presente solicitud se refiere a nuevas proteinas de fusién Fc que tienen propiedades mejoradas. La solicitud
proporciona proteinas de fusién Fc-X que tienen nuevos enlazadores que confieren propiedades favorables tales
como el aumento de la expresion, la reduccion de la inmunogenicidad y/o el aumento de la resistencia a la proteasa.
La solicitud también se refiere a nuevas fusiones de polipéptidos de armazén a base de fibronectina Fc que tienen
propiedades farmacocinéticas mejoradas en comparacién con sus homologos de fusiéon no de Fc. Las nuevas
fusiones de polipéptidos de armazon a base de fibronectina Fc que se describen en el presente documento pueden
disefiarse para unirse a cualquier diana de interés. En realizaciones de ejemplo, la diana es un antigeno, un
polipéptido o una proteina terapéutica diana de interés. Los ejemplos de dianas terapéuticamente deseables,
incluyen, por ejemplo, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa), proteina 4 similar a delta (DLL4), la interleucina
17 (IL-17), la proproteina convertasa subtilisina kexina de tipo 9 (PCSK9), el receptor de pregnano X (PXR), el
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), el receptor del factor de crecimiento similar a la insulina 1
(IGF-1R), el receptor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR2) y la interleucina 23 (IL-23).

Proteinas de fusion Fc-X con nuevos enlazadores

En muchos casos, las proteinas de fusion Fc que tiene la disposicién Fc-X (por ejemplo, un polipéptido heterdlogo
unido al extremo C del dominio Fc) contienen una secuencia enlazadora que separa el dominio inmunoglobulina
(dominio Ig) del polipéptido heterdlogo. Estos enlazadores normalmente son dominios flexibles artificiales, tales
como GGGGS. Sin embargo, estas secuencias no son secuencias naturales y pueden conducir a propiedades
indeseables, tales como la inmunogenicidad. En consecuencia, en un aspecto, la solicitud proporciona proteinas de
fusion de Fc nuevas, mejoradas, usando secuencias enlazadoras derivadas de secuencias de anticuerpos de origen
natural, incluyendo las variantes alélicas o de empalme naturales. En particular, la solicitud proporciona nuevas
proteinas de fusion Fc que tienen la disposiciéon del extremo N al extremo C: Fc-L4-X, donde Fc es un dominio Fc
(como se describe a continuacidon mas adelante), L1 es el enlazador, una secuencia derivada de la secuencia de la
cola natural de una forma unida a la membrana o secretora de un anticuerpo y X es un polipéptido heterdlogo. El
enlazador se posicionara en la proteina de fusion Fc en su contexto natural, por ejemplo, en su lugar natural en la Ig
CH3 de la secuencia CH4. Estas secuencias enlazadoras naturales permitiran la construccion de proteinas de fusion
Fc con enlazadores de longitud variable que estaran en un contexto natural y por tanto es probable que tengan
propiedades favorables con respecto a la expresioén, la inmunogenicidad y/o la resistencia a la proteasa.

La mayoria de las inmunoglobulinas existen en las isoformas soluble y unida a la membrana. La isoforma unida a la
membrana consiste en la forma soluble con una cola empalmada alternativamente en el dominio CH3 o CH4 hacia el
extremo C antes del coddn de terminacion. La cola de la isoforma unida a la membrana consiste en un enlazador, un
segmento transmembrana y un segmento intracelular. Ciertas inmunoglobulinas, tales como IgA, contienen
segmentos de la cola en sus formas secretoras, que también podrian usarse como enlazadores.

En una realizacion, la solicitud proporciona una proteina de fusion Fc que tiene la disposicién Fe-L+-X, en la que L1
es una secuencia enlazadora derivada del segmento de la cola de una forma unida a la membrana de una
inmunoglobulina. Las secuencias enlazadoras de ejemplo incluyen, por ejemplo: la region de la cola de la forma de
IgG unida a la membrana: ELQLEESCAEAQDGELDG (SEQ ID NO: 57).

En ciertas realizaciones, puede ser deseable tener una secuencia enlazadora que contiene un resto de cisteina libre
con el fin de permitir la formacién de un enlace disulfuro entre enlazadores formando de este modo dimeros de las
proteinas de fusion Fc. En otras realizaciones, puede ser deseable alterar las secuencias enlazadoras para retirar
los restos de cisteina libre, por ejemplo, mediante la mutacion de uno o mas restos de cisteina en un enlazador a
otro resto, tal como una serina, alanina o glicina. Los ejemplos de secuencias enlazadoras derivadas de las regiones
de la cola de inmunoglobulinas unidas a la membrana que han sido alteradas para retirar los restos de cisteina libres
incluyen: ELQLEESXAEAQDGELDG, en el que X es serina, alanina o glicina (SEQ ID NO: 67).

En ciertas realizaciones, la secuencia enlazadora puede prolongarse en longitud por la repeticién, la concatenacion
o la combinacion de una cualquiera de los SEQ ID NO: los SEQ ID NO: 86, 67 y 57. En ciertas realizaciones, las
proteinas de fusion Fc-L4-X proporcionadas en el presente documento pueden tener un aumento de la expresion,
una disminucién de la inmunogenicidad y/o una resistencia a la proteasa mejorada respecto a las proteinas de fusién
Fc que tienen diferentes secuencias enlazadoras. Por ejemplo, una célula hospedadora que comprende un vector de
expresion que codifica para una proteina de fusién Fc-L4-X proporcionada en el presente documento pueden
proporcionar una expresion mayor en al menos el 10 %, el 20 %, el 30 %, el 40 %, el 50 %, el 75 % o el 100 % que
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una proteina de fusion Fc equivalente que tiene una secuencia enlazadora origen no natural, o niveles de expresion
al menos 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces o 10 veces mayores de una proteina de fusion Fc equivalente que
tienen una secuencia enlazadora de origen no natural. En ciertas realizaciones, una proteina de fusion Fc-L4-X
proporcionada en el presente documento puede tener una inmunogenicidad reducida respecto a una proteina de
fusiébn Fc equivalente que tiene una secuencia enlazadora de origen no natural. La inmunogenicidad de un
polipéptido descrito en el presente documento puede evaluarse, por ejemplo, mediante uno o mas de los siguientes
meétodos: la union a Antigeno Leucocitario Humano ("ALH"), la prediccién informatica de la union a ALH (por
ejemplo, con el programa Epimatrix), la activacion in vitro de linfocitos T humanos, la respuesta inmune de los
animales in vivo u otros métodos para evaluar la inmunogenicidad potencial. En otras realizaciones, una proteina de
fusion Fc-L4+-X proporcionada en el presente documento puede tener una resistencia aumentada a la proteasa
respecto a una proteina de fusién Fc equivalente que tiene una secuencia enlazadora de origen no natural.

Las proteinas de fusion Fc-L4-X que se describen en el presente documento contienen una porcion X que puede ser
cualquier proteina de interés. En realizaciones de ejemplo, la porciéon X es un péptido o proteina terapéutico, tal
como, por ejemplo, interferén alfa, L-asparaginas o factor estimulante de colonias de granulocitos. En ciertas
realizaciones, la porcién X de las fusiones que se describen en el presente documento es un anticuerpo o fragmento
del mismo, tal como, por ejemplo, un anticuerpo anti-TNF-alfa. En una realizaciéon de ejemplo, la porcion X de las
proteinas de fusion Fc es un polipéptido que comprende un dominio '°Fn3, incluyendo, por ejemplo, un polipéptido
que comprende un dominio '°Fn3 que se une a una diana tal como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa), la
proteina 4 similar a delta (DLL4), la interleucina 17 (IL-17), la proproteina convertasa subtilisina kexina de tipo 9
(PCSKO9), el receptor de pregnano X (PXR), el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), el receptor del
factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1R), el receptor del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGFR2) y la interleucina 23 (IL-23).

Fusiones de proteina de armazoén a base de fibronectina-Fc

En el presente documento se proporcionan proteinas de fusion Fc que comprenden un dominio Fc fusionado a un
polipéptido que se une a una diana. El polipéptido que se une a una diana puede derivar de una molécula de
fibronectina o tenascina o puede ser una molécula sintética que se basa en las secuencias y la estructura de las
moléculas de fibronectina y tenascina. Los polipéptidos que pueden usarse en las proteinas de fusion Fc se
describen, por ejemplo, en el documento W02010/051274, el documento W02010/051310 y el documento
W02009/086116.

En un aspecto, la solicitud proporciona proteinas de fusion Fc que comprenden un dominio Fc fusionado, un
polipéptido que comprende un dominio '°Fn3 y una secuencia bisagra. Estas fusiones se denominan en conjunto, en
el presente documento, fusiones Fc-"°Fn3. Las proteinas de fusion Fc-"°Fn3 pueden disponerse en cualquier orden,
por ejemplo, del extremo N al extremo C, Fc-'°Fn3 o '°Fn3-Fc. En una realizacion de ejemplo, una proteina de fusién
Fc-"°Fn3 tiene la siguiente disposicion del extremo N al extremo C: '°Fn3-bisagra-dominio Fc-, en la que '°Fn3 se
refiere a un polipéptido que comprende un dominio '°Fn3, bisagra se refiere a una secuencia bisagra de
inmunoglobulina como se describe adicionalmente en el presente documento y Fc se refiere a un dominio Fc de
inmunoglobulina. En una realizacion de ejemplo, una proteina de fusion Fc-'°Fn3 tiene la siguiente disposicion del
extremo N al extremo C: '°Fn3-dominio Fc, en la que '°Fn3 se refiere a un polipéptido que comprende un dominio
OFn3 y Fe se refiere a un dominio Fc de inmunoglobulina. En otra realizacion de ejemplo, una proteina de fusion Fc-
OFn3 tiene la siguiente disposicion del extremo N al extremo C: bisagra-dominio Fc-L,-'°Fn3, en la que bisagra se
refiere a una secuencia de bisagra de inmunoglobulina como se describe adicionalmente en el presente documento,
Fc se refiere a un dominio Fc de inmunoglobulina, L, se refiere a un enlazador como se define adicionalmente en el
presente documento y '°Fn3 se refiere a un polipéptido que comprende un dominio "°Fn3. En una realizacion de
ejemplo, una proteina de fusién Fc-°Fn3 tiene la siguiente disposicion del extremo N al extremo C: dominio Fc-Lo-
9Fn3, en la que Fc se refiere a un dominio Fc de inmunoglobulina, L, se refiere a un enlazador como se define
adicionalmente en el presente documento y '°Fn3 se refiere a un polipéptido que comprende un dominio '°Fn3. En
una realizacion de ejemplo, una proteina de fusién Fc-1°Fn3 tiene la siguiente disposiciéon del extremo N al extremo
C: dominio Fc-'°Fn3, en la que Fc se refiere a un dominio Fc de inmunoglobulina y '°Fn3 se refiere a un polipéptido
que comprende un dominio '°Fn3. En una realizacién de ejemplo, una proteina de fusion Fc-°Fn3 tiene la siguiente
disposicion del extremo N al extremo C: bisagra-dominio Fc-'°Fn3, en la que bisagra se refiere a una secuencia de
bisagra de inmunoglobulina como se describe adicionalmente en el presente documento, Fc se refiere a un dominio
Fc de inmunoglobulina y '°Fn3 se refiere a un polipéptido que comprende un dominio "°Fn3. En cualquier
orientacion, las proteinas de fusion Fe-'°Fn3 que se describen en el presente documento pueden contener
adicionalmente una metionina N-terminal y/o una secuencia lider (por ejemplo, para la expresion en células de
mamifero).

En ciertas realizaciones, las proteinas de fusion Fc-"°Fn3 que se describen en el presente documento comprenden
una secuencia bisagra, preferentemente una secuencia bisagra que contiene un resto de cisteina libre que es capaz
de formar un enlace disulfuro de manera que la proteina de fusion Fc-"°Fn3 forma un dimero. La secuencia bisagra
puede contener de forma natural un resto de cisteina o puede disefiarse mediante ingenieria genética para contener
uno o mas restos de cisteina.
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Las proteinas de fusion Fc-'°Fn3 que se describen en el presente documento pueden contener una region bisagra
de inmunoglobulina. La region bisagra puede derivar de anticuerpos que pertenecen a cualquiera de las clases de
inmunoglobulina, es decir, IgA, IgD, IgE, IgG o IgM. En ciertas realizaciones, la region bisagra deriva de cualquiera
de las subclases de anticuerpos IgG, es decir, 1IgG1, 1gG2, IgG3 y IgG4. En algunas realizaciones, la region bisagra
puede incluir adicionalmente restos derivados de las regiones CH1 y CH2 que flanquean la secuencia bisagra
nucleo, como se analiza adicionalmente a continuacion.

A continuacion, se muestra la secuencia de una region constante de IgG1 de inmunoglobulina humana y la posicion
relativa de cada dominio dentro de la regidon constante se indica basandose en el formato de numeracion EU:
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTK
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ QGNVFSCSVMHEALHN-
HYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 22). La secuencia de bisagra nucleo esta subrayada y la regiéon CH1 esta en
cursiva; las regiones CH2 y CH3 estan en texto normal. Ha de entenderse que la lisina C-terminal es opcional. En
ciertas realizaciones, la lisina C terminal de una secuencia de IgG puede retirarse o reemplazarse por un aminoacido
que no sea lisina, tal como alanina, para aumentar adicionalmente mas la semivida en suero de la proteina de fusion
Fc.

En ciertas realizaciones, las proteinas de fusion Fc-"Fn3 que se describen en el presente documento comprenden
una regioén bisagra derivada de una IgG1 humana. En algunas realizaciones, la region bisagra comprende los restos
bisagra nucleo que se extienden por las posiciones 104-119 del SEQ ID NO: 22 (DKTHTCPPCPAPELLG; SEQ ID
NO: 23) de IgG1, que corresponde a las posiciones 221-236 de acuerdo con la numeracion EU.

En ciertas realizaciones, la secuencia bisagra puede incluir sustituciones que confieren propiedades
farmacocinéticas, biofisicas y/o bioldgicas deseables. Algunas secuencias bisagra de ejemplo incluyen
EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPS (SEQ ID NO: 24; region bisagra nucleo subrayada),
EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGSS (SEQ ID NO: 25; region bisagra nucleo subrayada),
EPKSSGSTHTCPPCPAPELLGGSS (SEQ ID NO: 26; region bisagra nucleo subrayada),
DKTHTCPPCPAPELLGGPS (SEQ ID NO: 27; region bisagra nucleo subrayada) y DKTHTCPPCPAPELLGGSS
(SEQ ID NO: 28, region bisagra nucleo subrayada). En una realizacion, la secuencia bisagra es un derivado de una
bisagra IgG1 que comprende una sustitucion P122S basada en la numeracion del SEQ ID NO: 22 (numeracién EU
238) (por ejemplo, el resto Prolina en la posicion 122 del SEQ ID NO: 22 se sustituye por serina). La sustitucion
P122S elimina la funcion efectora de Fc y se ejemplifica por las bisagras que tienen una cualquiera de los SEQ ID
NO: 25, 26 y 28. En otra realizacién, la secuencia bisagra es un derivado de una bisagra IgG1 que comprende las
sustituciones D104G y K105S basadas en la numeracion del SEQ ID NO: 22 (numeracion EU 221-222). Las
sustituciones D104G y K105S eliminan un sitio de escision potencial y por tanto aumentan la resistencia a la
proteasa de la molécula de fusiéon. Una bisagra que tiene sustituciones D104G y K105S se ejemplifica en el SEQ ID
NO: 26. En otra realizacion, la secuencia bisagra es un derivado de una bisagra IgG1 que comprende una
sustitucion C103S basada en la numeracion del SEQ ID NO: 22 (numeracion EU 220). La sustituciéon C103S impide
la formacion de enlaces de cisteina inadecuados en ausencia de una cadena ligera. Se ejemplifican bisagras que
tienen una sustitucion C103S mediante los SEQ ID NO: 24-26.

En una realizacion, la solicitud proporciona una proteina de fusion Fc-'°Fn3, en la que la secuencia bisagra
comprende, consiste esencialmente en o consiste en una secuencia de aminoacidos que es idéntica en al menos el
50 %, el 60 %, el 75 %, el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % a una cualquiera de
los SEQ ID NO: 24-28 o comprende, consiste esencialmente en o consiste en una secuencia de aminoacidos de una
cualquiera de los SEQ ID NO: 24-28. En otra realizacién, la solicitud proporciona una proteina de fusion Fc-"°Fn3, en
la que la porcion bisagra comprende al menos 2, 5, 10, 12, 15, 18 o 20 restos de aminoacidos contiguos de
cualesquiera de los SEQ ID NO: 24-28 o una secuencia que comprende de 1-5, 1-10, 1-15, 1-20, 2-5, 2-10, 2-15, 2-
20, 5-10, 5-15, 5-20, 10-15, 10-20 o 15-20 restos de aminoacidos contiguos de cualesquiera de los SEQ ID NO: 24-
28. En realizaciones de ejemplo, la secuencia bisagra comprende un resto de cisteina.

En ciertas realizaciones, una proteina de fusién Fc no comprende ninguna bisagra. Por ejemplo, una proteina de
fusion Fc puede comprender un dominio Fc enlazado a una proteina heterdloga, por ejemplo, en el formato Fc-X o
X-Fc, sin que comprenda una bisagra o una bisagra nucleo. En un ejemplo, una proteina de fusion Fc no comprende
la secuencia EPKSSDKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 89) ni ninguna de las variantes de la misma.

Las proteinas de fusion Fc-'°Fn3 que se describen en el presente documento comprenden un dominio Fc, como se
describe adicionalmente a continuacioén. En ciertas realizaciones, el dominio Fc y la regién bisagra pueden derivar de
una clase o subclase de anticuerpo. Por ejemplo, la region bisagra y el dominio Fc pueden derivar de IgG1. En otras
realizaciones, el dominio Fc y la region bisagra pueden derivar de diferentes clases o subclases de anticuerpos. Por
ejemplo, el dominio Fc puede derivar de IgG2 o0 IgG4 y la region bisagra puede derivar de IgG1.

En ciertas realizaciones, una proteina de fusion Fc-'Fn3 descrita en el presente documento tiene la disposicion
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bisagra-dominio Fc-L2-"°Fn3, en la que L2 es un enlazador que conecta el dominio Fc al polipéptido que comprende
un dominio '°Fn3. En realizaciones de ejemplo, el enlazador L2 se selecciona del grupo que consiste en uno
cualquiera de los SEQ ID NO: 86, 67 y 57. En otras realizaciones, el enlazador L2 comprende, consiste
esencialmente en, o consiste en una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
0 99 % de cualquiera de los SEQ ID NO: 86, 67 y 57, o comprende, consiste esencialmente en, o consiste en uno
cualquiera de los SEQ ID NO: 86, 67, y 57. A continuacion se describen dominios Fc y polipéptidos adecuados que
comprenden dominios '°Fn3 para su uso en las proteinas de fusion Fc-1°Fn3.

En ciertas realizaciones, las proteinas de fusién Fc-"°Fn3 proporcionadas en el presente documento pueden tener
una semivida sérica aumentada con respecto a un dominio '°Fn3 sin la fusion a Fc o con respecto a un dominio
9Fn3 fusionado a una fraccion farmacocinética distinta, tal como, por ejemplo, una fraccién de polietilenglicol (PEG).
Por ejemplo, una proteina de fusion Fc-'°Fn3 proporcionada en el presente documento puede tener una semivida
sérica que sea al menos un 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 75 % o 100 % mayor que la semivida sérica de un
dominio "°Fn3 equivalente sin el dominio Fc o con respecto a un dominio '°Fn3 equivalente fusionado a una fraccion
farmacocinética distinta, tal como, por ejemplo, una fraccion de polietilenglicol (PEG). En ciertas realizaciones, una
proteina de fusion Fc-'°Fn3 proporcionada en el presente documento tiene una semivida sérica que es al menos 2
veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces 0 10 veces mas larga que la semivida sérica de un dominio "°Fn3 equivalente sin el
dominio Fc o con respecto a un dominio '"°Fn3 equivalente fusionado a una fraccion farmacocinética distinta, tal
como, por ejemplo, una fraccion de polietilenglicol (PEG).

En ciertas realizaciones, una proteina de fusion Fc, por ejemplo, una proteina de fusion '°Fn3-Fc, es un dimero, en
el que cada mondmero comprende una proteina de fusion (un homodimero). En ciertas realizaciones, una proteina
de fusién Fc, por ejemplo, una proteina de fusién '°Fn3-Fc, es un heterodimero que comprende, por ejemplo, un
mondmero que comprende una proteina de fusion Fc y un monémero que comprende un Fc que no esta unido a una
proteina heteréloga. La porcion Fc de un mondémero puede comprender una o mas modificaciones de aminoacidos
(o mutaciones) con respecto a un Fc de tipo silvestre que favorecen la formaciéon de dimeros con otro Fc. Por
ejemplo, un Fc de un dimero puede comprender un "agujero" y el otro Fc del dimero puede comprender una
"saliente" o "protuberancia”, como se describe, por ejemplo, en los documentos W0O96/027011; US 5.731.168 y US
5.821.333. Pueden utilizarse otras modificaciones, tales como modificaciones electrostaticas, para potenciar la
formacion de dimeros. Se describen modificaciones de ejemplo, por ejemplo, en los documentos W0O2007/110205;
W02009/089004 y WO2010/129304. Tales cambios son particularmente Utiles para potenciar la asociacién de dos
monoémeros heterélogos para formar un dimero, tal como un dimero que comprende un residuo de cualquiera de los
SEQ ID NO: 24-28. En realizaciones a modo de ejemplo, la secuencia bisagra comprende un residuo de cisteina.

En ciertas realizaciones, una proteina de fusidon Fc no comprende una bisagra. Por ejemplo, una proteina de fusion
Fc puede comprender un dominio Fc unido a una proteina heterdloga, por ejemplo, en el formato Fc-X o X-Fc, sin
comprender una bisagra o una bisagra nucleo. En un ejemplo, una proteina de fusién Fc no comprende la secuencia
EPKSSDKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 89) o una variante de la misma.

En ciertas realizaciones, una proteina de fusién Fc no comprende un enlazador. Por ejemplo, una proteina de fusion
Fc puede comprender un dominio Fc que esta unido directamente a una proteina heteréloga, por ejemplo, una
proteina "°Fn3 sin una secuencia intermedia. En ciertas realizaciones, puede haber 1, 2, 3, 4 o 5 aminoacidos (por
ejemplo, de 1-5 o 1-10 aminoacidos) entre el dominio Fc y la proteina heterdloga. Dichas proteinas de fusion Fc
pueden ser proteinas de fusion X-Fc o Fc-X, en las que X es la proteina heterdloga, y en las que X y Fc estan
directamente unidas entre si.

Las proteinas de fusién Fc-'°Fn3 descritas en el presente documento comprenden un dominio Fc, como se describe
mas adelante. En ciertas realizaciones, el dominio Fc y la region bisagra pueden derivar de una clase o subclase de
anticuerpos. Por ejemplo, la region bisagra y el dominio Fc pueden derivar de IgG1. En otras realizaciones, el
dominio Fc y la region bisagra pueden derivar de distintas clases o subclases de anticuerpos. Por ejemplo, el
dominio Fc puede derivar de IgG2 o IgG4 y la regidn bisagra puede derivar de 1gG1.

En ciertas realizaciones, una proteina de fusion Fc-'Fn3 descrita en el presente documento tiene la disposicion
bisagra-dominio Fc-L>-'°Fn3, en la que L, es un enlazador que conecta el dominio Fc con el polipéptido que
comprende un dominio "°Fn3.

Se describen adicionalmente a continuacion dominios Fc y polipéptidos adecuados que comprenden dominios '°Fn3
para su uso en las proteinas de fusion Fc-"°Fn3.

En ciertas realizaciones, las proteinas de fusién Fc-'°Fn3 proporcionadas en el presente documento pueden tener
una semivida en suero aumentada respecto a un dominio '°Fn3 sin la fusién Fc o respecto a un dominio '°Fn3
fusionado a un resto farmacocinético diferente, tal como, por ejemplo, un resto polietilenglicol (PEG). Por ejemplo,
una proteina de fusion Fc-'°Fn3 proporcionada en el presente documento puede tener una semivida en suero que es
mayor en al menos el 10 %, el 20 %, el 30 %, el 40 %, el 50 %, el 75 % o el 100 % que la semivida en suero de un
dominio '°Fn3 equivalente sin el dominio Fc o respecto a un dominio '°Fn3 equivalente fusionado a un resto
farmacocinético diferente, tal como, por ejemplo, un resto polietilenglicol (PEG). En ciertas realizaciones, una
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proteina de fusion Fc-1°Fn3 proporcionada en el presente documento tiene una semivida en suero que es al menos 2
veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces 0 10 veces mas larga que la semivida en suero de un dominio '°Fn3 equivalente
sin el dominio Fc o respecto a un dominio '"Fn3 equivalente fusionado a un resto farmacocinético diferente, tal
como, por ejemplo, un polietilenglicol (PEG). En ciertas realizaciones, una proteina de fusién Fc, por ejemplo, una
proteina de fusién '°Fn3-Fc, es un dimero, en el que cada mondmero comprende una proteina de fusion (un
homodimero). En ciertas realizaciones, una proteina de fusion Fc, por ejemplo, una proteina de fusiéon '°Fn3-Fc, es
un heterodimero que comprende, por ejemplo, un mondémero que comprende una proteina de fusion Fc y un
mondémero que comprende un Fc que no esta enlazado a una proteina heterdloga. La porcién Fc de un monémero
puede comprender una o mas modificaciones (o mutaciones) de aminoacidos respecto a un Fc de tipo silvestre que
favorecen la formacion de dimeros con otro Fc. Por ejemplo, un Fc de un dimero puede comprender un "agujero” y
el otro Fc del dimero puede comprender una "saliente" o "protuberancia", como se describe, por ejemplo, en el
documento W096/027011; el documento US 5.731.168 y el documento US 5.821.333. Otras modificaciones, tales
como modificaciones electrostaticas pueden usarse para potenciar la formacion de dimeros. Se describen
modificaciones de ejemplo, por ejemplo, en el documento W0O2007/110205; el documento WO2009/089004 vy el
documento WO2010/129304. Dichos cambios son particularmente utiles para la potenciacién de la asociacion de
dos mondmeros heterélogos para formar un dimero, tal como un dimero que comprende un mondémero que
comprende una proteina de fusiéon Fc y un mondmero que comprende un Fc que es diferente de la proteina de
fusion Fc, por ejemplo, por la falta de una proteina heterdloga. Los mondémeros del dimero pueden enlazarse de
forma covalente o no covalente entre si.

En ciertas realizaciones, una proteina de fusion Fc comprende un monémero que comprende la estructura X-Fc y un
monoémero que comprende la estructura Fc-X (o Fc-Y), en la que cada monémero puede comprender opcionalmente
un enlazador y comprender opcionalmente una bisagra.

Una proteina de fusion Fc heterodimérica puede comprender un Fc monocatenario (scFc), en el que el primer y el
segundo dominio Fc (o los dominios bisagra-Fc primero y segundo) estan unidos a través de un enlazador. En una
realizacion, un scFc comprende en orden de N-terminal a C-terminal de un primer dominio CH2, cuyo primer dominio
CH2 esta unido a un primer dominio CH3, dominio CH3 que esta unido a un enlazador Fc, enlazador Fc que esta
unido al segundo dominio CH2, segundo dominio CH2 que esta unido a un segundo dominio CH3, en el que los
dominios CH2 y CH3 primero y segundo se asocian para formar un Fc dimérico. Un scFc puede comprender en
orden de N-terminal a C-terminal una primera bisagra, primera bisagra que esta unida a un primer dominio CH2,
primer dominio CH2 que esta unido a un primer dominio CH3, primer dominio CH3 que esta unido a un enlazador
Fc, enlazador Fc que esta unido a una segunda bisagra, segunda bisagra que esta unida a un segundo dominio
CH2, segundo dominio CH2 que esta unido a un segundo dominio CH3, en el que las bisagras primera y segunda,
los dominios CH2 y los dominios CH3 se asocian para formar un Fc dimérico. Se describen scFc, por ejemplo, en el
documento W02008/131242, el documento W0O2008/143954 y el documento W0O2008/012543.

Dominios Fc

En el presente documento se describen fusiones de polipéptidos que comprenden una porcion Fc fusionada a una
porcién heterdloga. En algunos aspectos, la porcion heterologa es un dominio '°Fn3.

Como se usa en el presente documento, "porcidon Fc" abarca dominios derivados de la regién constante de una
inmunoglobulina, preferentemente una inmunoglobulina humana, incluyendo un fragmento, analogo, variante,
mutante o derivado de la region constante. Las inmunoglobulinas adecuadas incluyen IgG1, 19G2, IgG3, IgG4 y otras
clases tales como IgA, IgD, IgE e IgM. La regién constante de una inmunoglobulina se define como un polipéptido de
origen natural o producido sintéticamente, homaologo a la regién C-terminal de la inmunoglobulina, y puede incluir un
dominio CH1, una bisagra, un dominio CH2, un dominio CH3 o un dominio CH4, por separado o en combinacion.

La region constante de una inmunoglobulina es responsable de muchas funciones de anticuerpo importantes
incluyendo la unidn al receptor de Fc (FcR) y la fijacién al complemento. Existen cinco clases principales de region
constante de cadena pesada, clasificadas como IgA, IgG, IgD, IgE, IgM, cada una con funciones efectoras
caracteristicas designadas por isotipo. Por ejemplo, IgG se separa en cuatro subclases conocidos como IgG1, 1gG2,
IgG3 e IgG4.

Las moléculas de Ig interactian con multiples clases de receptores celulares. Por ejemplo, las moléculas de 1gG
interaccionan con tres clases de receptores Fcy (FcyR) especificos para la clase IgG de anticuerpo, a saber, FcyR,
FcyRIl y FcyRIIl. Se ha notificado que las secuencias importantes para la unién de IgG a los receptores FcyRse
ubican en los dominios CH2 y CH3. La semivida en suero de un anticuerpo esta influenciada por la capacidad de
ese anticuerpo para unirse a un receptor de Fc (FcR). De forma similar, la semivida en suero de proteinas de fusion
IgFc también esta influenciada por la capacidad de unirse a dichos receptores (Gillies S D et al., (1999) Cancer Res.
59:2159-66).

Las proteinas de fusiéon desveladas en el presente documento comprenden una porcion Fc que incluye al menos una
porcion del extremo carboxi de una cadena pesada de inmunoglobulina. Por ejemplo, la porcion Fc puede
comprender: un dominio CH2, un dominio CH3, un dominio CH4, un dominio CH2-CH3, un dominio CH2-CH4, un
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dominio CH2-CH3-CH4, un dominio bisagra-CH2, un dominio bisagra-CH2-CH3, un dominio bisagra-CH2-CH4 o un
dominio bisagra-CH2-CH3-CH4. EI dominio Fc puede derivar de anticuerpos pertenecientes cualquiera de las clases
de inmunoglobulina, es decir, IgA, IgD, IgE, IgG o IgM o cualquiera de las subclases de anticuerpos 1gG, es decir,
1gG1, 1gG2, IgG3 e IgG4. El dominio Fc puede ser una secuencia Fc de origen natural, incluyendo variantes alélicas
o0 de empalme naturales. Como alternativa, el dominio Fc puede ser un dominio hibrido que comprende una porcién
de un dominio Fc de dos o mas isotipos diferentes de Ig, por ejemplo, un dominio Fc hibrido 19gG2/IgG4. En
realizaciones de ejemplo, el dominio Fc deriva de una molécula de inmunoglobulina humana. Como alternativa, el
dominio Fc puede ser una versién humanizada o desinmunizada de un dominio Fc de un animal no humano,
incluyendo, pero no limitado a ratén, rata, conejo, camello, llama, dromedario y mono.

En ciertas realizaciones, el dominio Fc es una secuencia Fc variante, por ejemplo, una secuencia Fc que se ha
modificado (por ejemplo, por sustitucion, delecion y/o inserciébn de aminoacidos) respecto a una secuencia Fc
parental (por ejemplo, un polipéptido Fc sin modificar que se modifica posteriormente para generar una variante),
para proporcionar caracteristicas estructurales y/o una actividad bioldgica deseables.

Por ejemplo, pueden hacerse modificaciones en la region Fc con el fin de generar una variante de Fc que (a) tenga
una citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (CCDA) aumentada o disminuida, (b) una
citotoxicidad mediada por el complemento (CDC) aumentada o disminuida, (c) tenga una afinidad por C1q
aumentada o disminuida y/o (d) tenga una afinidad por un receptor de Fc aumentada o disminuida respecto al Fc
parental. Dichas variantes de la region Fc comprenderan generalmente al menos una modificacion de aminoacidos
en la region Fc. Se piensa que es particularmente deseable la combinacién de modificaciones de aminoacidos. Por
ejemplo, la region Fc variante puede incluir dos, tres, cuatro, cinco, etc. sustituciones en la misma, por ejemplo, de
las posiciones especificas de la regién Fc identificadas en el presente documento.

Un dominio Fc variante puede comprender también una alteracion de la secuencia en la que los sitios implicados en
la formacion de enlaces disulfuro se eliminan. Dicha eliminacién puede evitar la reaccién con otras proteinas que
contienen cisteina presentes en la célula hospedadora utilizada para producir las moléculas de la invencion. Para
este fin, el segmento que contiene cisteina en el extremo N puede truncarse o los restos de cisteina pueden
eliminarse o sustituirse por otros aminoacidos (por ejemplo, alanilo, serilo). Incluso cuando se eliminan los restos de
cisteina, los dominios Fc monocatenarios todavia pueden formar un dominio Fc dimérico que se mantiene unido no
covalentemente. En otras realizaciones, un dominio Fc nativo puede modificarse para que sea mas compatible con
una célula hospedadora seleccionada. Por ejemplo, puede eliminarse la secuencia PA cerca del extremo N de un Fc
nativo tipico, que puede ser reconocido por una enzima digestiva en E. coli tal como la prolina iminopeptidasa.
También puede afiadirse un resto de metionina N-terminal, especialmente cuando la molécula se expresa de forma
recombinante en una célula bacteriana tal como E. coli. En oftra realizaciéon, una porcion del extremo N de un
dominio Fc nativo se elimina para evitar la heterogeneidad N-terminal cuando se expresa en una célula hospedadora
seleccionada. Para este propodsito, puede eliminarse cualquiera de los primeros 20 restos de aminoacidos del
extremo N, en particular aquellos en las posiciones 1, 2, 3, 4 y 5. En otras realizaciones, pueden eliminarse uno o
mas sitios de glicosilacion en el dominio Fc. Los restos que normalmente estan glicosilados (por ejemplo,
asparagina) pueden conferir una respuesta citolitica. Dichos restos pueden eliminarse o sustituirse por restos no
glicosilados (por ejemplo, alanina). En otras realizaciones, los sitios implicados en la interaccion con el
complemento, tales como el sitio de union C1q, pueden eliminarse del dominio Fc. Por ejemplo, puede eliminarse o
sustituirse la secuencia EKK de la IgG1 humana. En ciertas realizaciones, pueden eliminarse sitios que influyen en la
union a los receptores de Fc, preferentemente los sitios distintos de los sitios de union a receptores de rescate. En
otras realizaciones, un dominio Fc puede modificarse para eliminar un sitio CCDA. Los sitios CCDA son conocidos
en la técnica; véase, por ejemplo, Molec. Immunol. 29 (5): 633-9 (1992) con respecto a los sitios de CCDA en IgG1.
Se desvelan ejemplos especificos de dominios Fc variantes, por ejemplo, en el documento WO 97/34631 y el
documento WO 96/32478.

En ciertas realizaciones, una proteina de fusién Fc que se describe en el presente documento comprende las
regiones CH2 'y CH3 de una IgG1 humana como se  muestra a  continuacion:
VFFFPPKPKDTFMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVFTVFHQDWFNGKEYKCKVSNKAFPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTFPPSRD
EFTKNQVSFTCFVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVFDSDGSFFFYSKFTVDKS
RWQQGNVFSCSVMHEAFHNHYTQKSFSFSPGK (SEQ ID NO: 31). Ha de entenderse que la glicina y la lisina al
final del SEQ ID NO: 31 son opcionales. En otras realizaciones, una proteina de fusion Fc que se describe en el
presente documento comprende un dominio Fc que es idéntica en al menos el 50 %, el 60 %, el 75 %, el 80 %, el
85 %, el 90 %, el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % a el SEQ ID NO: 31. En otras realizaciones, una proteina
de fusién Fc que se describe en el presente documento comprende un dominio Fc que tiene al menos 50, 100 o 150
aminoacidos contiguos del SEQ ID NO: 31. En otras realizaciones, una proteina de fusion Fc que se describe en el
presente documento comprende un dominio Fc que tiene de 50 a 100, de 50 a 150 o de 100 a 150 aminoacidos
contiguos del SEQ ID NO: 31. En otras realizaciones mas, una proteina de fusiéon Fc que se describe en el presente
documento comprende un dominio Fc que comprende el SEQ ID NO: 31 con de 1-5, 1-10, 1-15, 1-20 o 1-25
sustituciones o sustituciones conservadoras.

Se describen a continuacion variantes de Fc adicionales. Se entiende que las regiones Fc de la divulgacion
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comprenden el esquema de numeracion de acuerdo con el indice EU como en Kabat et al. (1991, NIH Publication
91-3242, National Technical Information Service, Springfield, Va.).

La presente divulgacion abarca porciones de Fc variantes que tienen propiedades de union alterado para un ligando
Fc respecto a una molécula de Fc parental sin modificar. Por ejemplo, una proteina de fusién Fc que se describe en
el presente documento puede comprender una regidon Fc que tiene uno o mas de los restos de aminoacidos 234,
235, 236, 237, 297, 318, 320 y 322 sustituidos por un resto de aminoacido diferente, de forma que la region de Fc
variante tiene una afinidad alterada por un ligando efector, por ejemplo, un receptor de Fc o el componente C1 del
complemento, como se describe en las Patentes de los EE.UU. N.° 5.624.821 y 5.648.260, ambas para Winter et al.

En otro ejemplo, uno o mas de los restos de aminoacidos 329, 331 y 322 pueden reemplazarse de manera que la
region Fc variante tenga una union alterada a C1q y/o una citotoxicidad dependiente del complemento (CDC)
reducida o abolida, como se describe en la Patente de los EE.UU. N.° 6.194.551 por Idusogie et al.

En otro ejemplo, uno o mas restos de aminoéacidos dentro de las posiciones de aminoacidos 231 y 239 pueden
alterarse para alterar de este modo la capacidad de la region Fc variante para fijar el complemento. Este enfoque se
describe adicionalmente en el documento WO 94/29351 por Bodmer et al.

En otro ejemplo mas, la region Fc puede modificarse para aumentar la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (CCDA) y/o para aumentar la afinidad por un receptor de Fcy mediante la modificacion de uno o mas
aminoacidos en las posiciones siguientes: 234, 235, 236, 238, 239, 240, 241, 243, 244, 245, 247, 248, 249, 252,
254, 255, 256, 258, 262, 263, 264, 265, 267, 268, 269, 270, 272, 276, 278, 280, 283, 285, 286, 289, 290, 292, 293,
294, 295, 296, 298, 299, 301, 303, 305, 307, 309, 312, 313, 315, 320, 322, 324, 325, 326, 327, 329, 330, 331, 332,
333, 334, 335, 337, 338, 340, 360, 373, 376, 378, 382, 388, 389, 398, 414, 416, 419, 430, 433, 434, 435, 436, 437,
438 0 439. Las sustituciones de ejemplo incluyen 236A, 239D, 239E, 268D, 267E, 268E, 268F, 324T, 332D y 332E.
Las variantes de ejemplo incluyen 239D/332E, 236A/332E, 236A/239D/332E, 268F/324T, 267E/268F, 267E/324T y
267E/268F/324T. Otras modificaciones para potenciar los FcyR y complementar las interacciones incluyen, pero no
se limitan a las sustituciones 298A, 333A, 334A, 326A, 2471, 339D, 339Q, 280H, 290S, 298D, 298V, 243F, 292P,
300F, 396F, 3051 y 396F. Estas y otras modificaciones se revisan en Strohl, 2009, Current Opinion in Biotechnology
20: 685-691.

Las modificaciones de Fc que aumentan la unién a un receptor de Fc gamma incluyen modificaciones de
aminoacidos en una cualquiera o mas de las posiciones de aminoacidos 238, 239, 248, 249, 252, 254, 255, 256,
258, 265, 267, 268, 269, 270, 272, 279, 280, 283, 285, 298, 289, 290, 292, 293, 294, 295, 296, 298, 301, 303, 305,
307, 312, 315, 324, 327, 329, 330, 335, 337, 3338, 340, 360, 373, 376, 379, 382, 388, 389, 398, 414, 416, 419, 430,
434, 435, 437, 438 0 439 de la region Fc, en las que la numeracion de los restos en la regiéon Fc es la del indice EU
como en Kabat (documento WO00/42072).

Otras modificaciones de Fc que puede hacerse a las Fc son aquellas para reducir o eliminar la unién a los FcyR y/o
a las proteinas del complemento, reduciendo o eliminando de este modo funciones efectoras mediadas por Fc tales
como la CCDA, la PCDA y la CDC. Las modificaciones de ejemplo incluyen, pero no se limitan a sustituciones,
inserciones y deleciones en las posiciones 234, 235, 236, 237, 267, 269, 325 y 328, en las que la numeracion es de
acuerdo con el indice EU. Las sustituciones de ejemplo incluyen, pero no se limitan a 234G, 235G, 236R, 237K,
267R, 269R, 325L y 328R, en las que la numeracion es de acuerdo con el indice EU. Una variante de Fc puede
comprender 236R/328R. Otras modificaciones para reducir las interacciones con el FcyR y el complemento incluyen
sustituciones 297A, 234A, 235A, 237A, 318A, 228P, 236E, 268Q, 309L, 330S, 331S, 220S, 2268, 229S, 238S, 233P
y 234V, asi como la eliminacion de la glicosilacion en la posicion 297 por medios mutacionales o enzimaticos o
mediante la producciéon en organismos tales como bacterias que no glicosilan las proteinas. Estas y otras
modificaciones se revisan en Strohl, 2009, Current Opinion in Biotechnology 20:685-691.

Opcionalmente, la regidon Fc puede comprender un resto de aminoacido de origen no natural en posiciones
adicionales y/o alternativas conocidas para un experto en la materia (véase, por ejemplo, las Patentes de los EE.UU.
N.° 5.624.821; 6.277.375; 6.737.056; 6.194.551; 7.317.091; 8.101.720; las Publicaciones de Patente PCT WO
00/42072; WO 01/58957; WO 02/06919; WO 04/016750; WO 04/029207; WO 04/035752; WO 04/074455; WO
04/099249; WO 04/063351; WO 05/070963; WO 05/040217, WO 05/092925 y WO 06/020114).

También pueden utilizarse variantes de Fc que potencian la afinidad por un receptor inhibidor FcyRIlb. Dichas
variantes pueden proporcionar una proteina de fusiéon Fc con actividades inmunomoduladoras relacionadas con
células FcyR1 1b+, incluyendo por ejemplo las células B y los monocitos. En una realizacién, las variantes de Fc
proporcionan una afinidad a FcyRIlb potenciada selectivamente respecto a uno o mas receptores activadores. Las
modificaciones para alterar la unién a FcyR1 1b incluyen una o mas modificaciones en una posicién seleccionada
entre el grupo que consiste en 234, 235, 236, 237, 239, 266, 267, 268, 325, 326, 327, 328 y 332, de acuerdo con el
indice EU. Las sustituciones de ejemplo para potenciar la afinidad de FcyR1 1b incluyen, pero no se limitan a 234D,
234E, 234W, 235D, 235F, 235R, 235Y, 236D, 236N, 237D, 237N, 239D, 239E, 266M, 267D, 267E, 268D, 268E,
327D, 327E, 328F, 328W, 328Y y 332E. Las sustituciones de ejemplo incluyen 235Y, 236D, 239D, 266M, 267E,
268D, 268E, 328F, 328W y 328Y. Otras variantes de Fc para potenciar la union a FcyR1 1b incluyen 235Y/267E,

1"



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2942455T3

236D/267E, 239D/268D, 239D/267E, 267E/268D, 267E/268E y 267E/328F.

Las afinidades y las propiedades de union de una regién Fc por su ligando pueden determinarse mediante diversos
métodos de ensayo in vitro (ensayos bioquimicos o inmunoldgicos) conocido en la técnica, incluyendo pero no
limitados a, métodos de equilibrio (por ejemplo, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) o
radioinmunoensayo (RIA)) o cinéticos (por ejemplo, analisis BIACORE) y otros métodos tales como los ensayos
indirectos de unién, los ensayos de inhibicion competitiva, la transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia (TERF), la electroforesis en gel y la cromatografia (por ejemplo, la filtracion en gel). Estos y otros
métodos pueden utilizar un marcador en uno o mas de los componentes que se examina y/o emplear diversos
métodos de deteccion, incluyendo, pero no limitados a marcadores cromogénicos, fluorescentes, luminiscentes o
isotépicos. Una descripcion detallada de las afinidades y de la cinética de union puede encontrarse en Paul, W. E.,
ed., Fundamental Immunology, 4® ed., Lippincott-Raven, Filadelfia (1999), que se centra en las interacciones
anticuerpo-inmundgeno.

Una proteina de fusion Fc de la presente divulgacion también puede comprender una porcion Fc que aumenta la
semivida en suero de la proteina de fusién Fc. Por ejemplo, esto puede hacerse mediante el aumento de la afinidad
de union de la regiéon Fc por FcRn. Por ejemplo, pueden mutarse uno o mas de mas de los siguientes restos: 252,
254, 256, 433, 435, 436, como se describe en la Patente de los EE.UU. N.° 6.277.375.

Otras variantes de ejemplo que aumentan la unién a FcRn y/o mejoran las propiedades farmacocinéticas incluyen
sustituciones en las posiciones 259, 308, 428 y 434, incluyendo, por ejemplo, 259I, 308F, 428F, 428M, 434S, 434H,
434F, 434Y y 434M. Otras variantes que aumentan la unién de Fc a FcRn incluyen: 250E, 250Q, 428F, 428F,
250Q/428F (Hinton et al., 2004, J. Biol. Chem. 279(8): 6213-6216, Hinton et al. 2006 Journal of Immunology
176:346-356), 256A, 272A, 286A, 305A, 307A, 307Q, 31 1A, 312A, 376A, 378Q, 380A, 382A, 434A (Shields et al.,
Journal of Biological Chemistry, 2001, 276(9):6591-6604), 252F, 252T, 252Y, 252W, 254T, 256S, 256R, 256Q, 256E,
256D, 256T, 309P, 311S, 433R, 433S, 433l, 433P, 433Q, 434H, 434F, 434Y, 252Y/254T/256E, 433K/434F/436H,
308T/309P/311S (Dall'Acqua et al., Journal of Immunology, 2002, 169:5171-5180, Dall'Acqua et al., 2006, Journal of
Biological Chemistry, 281:23514-23524). Otras modificaciones para modular la unién a FcRn se describen en Yeung
et al., 2010, J. Immunol., 182:7663-7671. En ciertas realizaciones, pueden usarse isotipos hibridos de IgG con
caracteristicas biolégicas particulares. Por ejemplo, una variante hibrida 1gG1/IgG3 puede construirse mediante la
sustitucién de las posiciones 1gG1 en la regién CH2 y/o CH3 con los aminoacidos de 1gG3 en las posiciones donde
los dos isotipos difieren. Por tanto, puede construirse un anticuerpo IgG variante hibrido que comprenda una o mas
sustituciones, por ejemplo, 274Q, 276K, 300F, 339T, 356E, 358M, 384S, 392N, 397M, 422, 435R y 436F. En otras
realizaciones de la invencion, puede construirse una variante hibrida 1gG1/IgG2 mediante la sustitucion de las
posiciones de IgG2 en la regién CH2 y/o CH3 con aminoacidos de IgG1 en posiciones donde los dos isotipos
difieren. Por tanto, puede construirse un anticuerpo IgG variante hibrido que comprenda una o mas sustituciones,
por ejemplo, una o mas de las siguientes sustituciones de aminoacidos: 233E, 234L, 235L, -236G (en referencia a
una insercién de una glicina en la posicion 236) y 327A.

En ciertas realizaciones, se modifica la glicosilacién del Fc. Los oligosacaridos que se unen covalentemente a la
region Fc pueden cambiarse, por ejemplo mediante la expresion de una IgG en diversos organismos o estirpes
celulares, modificadas por ingenieria genética o de otro modo (por ejemplo células CHO Lec-13 o células YB2/0 de
hibridoma de rata), mediante la regulacién de las enzimas implicadas en la via de glicosilacion (por ejemplo FUT8
[una 1,6-fucosiltranserasa] y/o (1-4-N-acetilglucosaminiltransferasa Ill [GnTIIl]), mediante la modificacién de un
hidrato o hidratos de carbono después de que se ha expresado la IgG, o mediante la expresién de una proteina de
fusion Fc en presencia de analogos de fucosa como inhibidores enzimaticos. Otros métodos para modificar
glicoformas de proteinas de fusién Fc incluyen el uso de cepas de levadura glucomanipuladas por ingenieria
genética (Li et al., 2006, Nature Biotechnology 24(2):210-215), musgo (Nechansky et al., 2007, Mol Immunjol
44(7):1826-8) y plantas (Cox et al., 2006, Nat Biotechnol 24(12):1591-7).

En una realizacion, las fusiones de Fc se glucomanipulan por ingenieria genética para alterar el nivel de sialilacion.
Niveles mas altos de glicanos de Fc sialilados en moléculas de Fc pueden impactar desfavorablemente en la
funcionalidad (Scallon et al., 2007, Mol Immunol 44(7):1524-1534) y las diferencias en los niveles de sialilacion de Fc
pueden dar como resultado una actividad antiinflamatoria modificada (Kaneko et al., 2006, Science 313:670-673).

El nivel de glicosilacion de una molécula de Fc también puede modificarse mediante mutaciones especificas. Por
ejemplo, una mutacién en la posicion de aminoacido 297 o 299 elimina la glicosilacion de la posicién 297. Dichos
mutantes también pueden usarse con proteinas de fusion Fc.

Otras modificaciones de Fc que pueden usarse en las proteinas de fusion Fc incluyen las descritas en el documento
WQO88/07054, el documento WO88/07089, el documento US 6277375, el documento W099/051642, el documento
WOO01/058957, el documento WO02003/074679, el documento W02004/029207, el documento US 7317091 y el
documento W02004/099249.

Ademas, las siguientes variantes de Fc también pueden usarse para la porcion Fc de las proteinas de fusion Fc que
se describen en el presente documento. La Figura 25 muestra la comparacién del Fc de region constante yl humana
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de tipo silvestre (Fc de IgG 1 humana; indicada como Fc1 en la Figura 25) con Fc4 (SEQ ID NO: 99), Fc5 (SEQ ID
NO: 100), Fc6 (SEQ ID NO: 101), Fc7 (SEQ ID NO: 102), Fc8 (SEQ ID NO: 103), Fc9 (SEQ ID NO: 104), Fc10 (SEQ
ID NO: 105), Fc11 (SEQ ID NO: 106), Fc12 (SEQ ID NO: 107), Fc13 (SEQ ID NO: 108), Fc14 (SEQ ID NO: 109), Fc-
15 (SEQ ID NO: 110), Fc16 (SEQ ID NO: 111), Fc17 (SEQ ID NO: 112), Fc18 (SEQ ID NO: 113), Fc19 (SEQ ID NO:
114), Fc21 (SEQ ID NO: 115), Fc22 (SEQ ID NO: 116), Fc23 (SEQ ID NO: 117). En algunos aspectos, una proteina
de fusién Fc que se describe en el presente documento comprende un dominio Fc que tiene al menos 50, 100 o 150
aminoacidos contiguos de una cualquiera de los SEQ ID NO: 99-117. En otras realizaciones, una proteina de fusion
Fc que se describe en el presente documento comprende un dominio Fc que tiene de 50 a 100, de 50 a 150 o de
100 a 150 aminoacidos contiguos de los SEQ ID NO: 99-117. En otras realizaciones mas, una proteina de fusion Fc
que se describe en el presente documento comprende un dominio Fc que comprende los SEQ ID NO: 99-117 con de
1-5, 1-10, 1-15, 1-20 o 1-25 sustituciones o sustituciones conservadoras. La secuencia de la regiéon constante y1 de
tipo silvestre humana se describié por primera vez por el grupo de Leroy Hood en Ellison et al., Nucl. Acids Res.
10:4071 (1982). Las posiciones del indice EU 356, 358 y 431 definen el haplotipo Glmy1. La secuencia de tipo
silvestre que se muestra en el presente documento es del haplotipo GIm(1), posiciones 356 y 368, y nGIm(2),
posicion 431.

La variante Fc4 contiene una region bisagra y1, pero se ha introducido Arg 218 en la region bisagra para incluir una
secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion Bglll para facilitar la clonacién. Cys 220 es el resto de Cys
que forma el enlace disulfuro con la regién constante de la cadena ligera en una proteina IgG1 inmunoglobulina
intacta. Fc4 también incluye una sustitucion del resto Ser por Cys para prevenir los efectos perjudiciales debidos a la
presencia potencial de un grupo sulfhidral desapareado. La region CH2 de Fc4 se basa en la CH2 de yl y contiene
tres sustituciones de aminoacidos que reducen la unién al receptor | de Fc y (FcyRlI). Estas son las sustituciones en
las posiciones del indice EU 234, 235 y 237. Estas sustituciones se describieron por el grupo de Greg Winter en
Duncan et al., Nature 332:563 (1988) y en ese trabajo se demostré que reducen la union al Fc y RI.

Se introdujeron dos sustituciones de aminoacidos en el sitio de union Clg del complemento para reducir la fijacion
del complemento. Estas son las sustituciones en las posiciones del indice EU 330 y 331. La importancia, o
relevancia, de las posiciones 330 y 331 en la unién a Clg del complemento (o la falta de fijacion o activacion del
complemento) se describe por el grupo de Sherie Morrison en Tao et al., J. Exp. Med. 178:661 (1993) y Canfield y
Morrison, J. Exp. Med. 173:1483 (1991). La regién CHS3 en la variante Fc4 permanece idéntica a la del Fc y1 de tipo
silvestre.

Fc5 es una variante de Fc4. En la region bisagra de Fc5 la sustitucion de la Arg 218 se devolvio al resto Lys 218 de
tipo silvestre. Fc5 contiene la misma sustitucién Cys 220 a Ser como se ha descrito anteriormente para Fc4. Fc5
contiene las mismas sustituciones de CH2 que Fc4 y la regiéon CH2 de Fc5 es idéntica al Fc y1 de tipo silvestre.

La variante Fc6 contiene las mismas sustituciones de la region bisagra que Fc5 y contiene las mismas sustituciones
de CH2 que Fc4. La region CH3 de Fc6 no contiene ningun resto lisina carboxilo terminal. Este resto Lys en
particular no tiene un numero de indice EU asignado. Esta lisina se elimina en un grado variable de las
inmunoglobulinas maduras y, por tanto, predominantemente no se encuentra en los anticuerpos circulantes. La
ausencia de este resto en las proteinas de fusién Fc recombinantes puede dar como resultado un producto mas
homogéneo.

La variante Fc7 es idéntica al Fc y1 de tipo silvestre en la region bisagra. Su region CH2 se basa en CH2 y1, pero el
sitio de union de carbohidratos ligado a N en el resto Asn-297 se cambia a GIn para producir un Fc desglicosilado.
(Véase, por ejemplo, Tao y Morrison (1989) J. Immunol. 143:2595-2601). La region CH3 es idéntica a la del Fc y1 de
tipo silvestre.

La variante Fc8 tiene una regién bisagra que es idéntica a Fc4 y tanto la regién CH2 como la region CH3 son
idénticas a las regiones Fc y1 de tipo silvestre correspondientes.

La variante Fc9 contiene una bisagra y1 acortada que empieza en el resto Asp justo carboxi-terminal al resto Cys
implicado en el enlace disulfuro a la cadena ligera. La secuencia bisagra restante es idéntica a la bisagra y1 de tipo
silvestre. Tanto la secuencia de la region CH2 como la secuencia de la regién CH3 son idénticas a las regiones
correspondientes del Fc y1 de tipo silvestre.

La variante Fc10 contiene la misma sustitucion de la region bisagra que Fc5. Tanto la secuencia de la regiéon CH2
como la secuencia de la region CH3 son idénticas a las regiones correspondientes del Fc y1 de tipo silvestre.

La variante Fc11 contiene las mismas sustituciones de la regién bisagra que Fc5. Su dominio CH2 se basa en CH2
y1, pero contiene las sustituciones para disminuir la union al receptor Fcy (sustituciones en las posiciones de indice
EU 234, 235y 237). Fc11 es de tipo silvestre para la union a Clq y la fijacion del complemento. El dominio CH3 de
Fc11 es idéntico al CH3 y1 de tipo silvestre.

La variante Fc12 contiene una bisagra y1 con sustituciones Cys 220 Ser, Cys 226 Ser y Cys 229 Ser, tiene un
dominio CH2 que es idéntico al de Fc5 y tiene un dominio CH3 y1 de tipo silvestre.
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La variante Fc13 contiene una bisagra y1 con sustituciones Cys 220 Ser, Cys 226 Ser y Cys 229 Ser, tiene un
dominio CH2 que es idéntico al de Fc5 y tiene un CH3 y1 de tipo silvestre con una sustitucion Tyr 407 Gly.

La variante Fc14 contiene una bisagra y1 con sustituciones Cys 220 Ser, Cys 226 Ser y Cys 229 Ser, tiene un CH2
y1 de tipo silvestre y tiene un CH3 y1 de tipo silvestre con una sustitucion Tyr 407 Gly. La variante Fc15 contiene
una bisagra y4 con una sustitucion Ser 228 Pro para disminuir el "intercambio de Fab" de IgG4 y tiene dominios CH2
y CH3 y4 de tipo silvestre.

La variante Fc16 contiene una bisagra y1 que contiene una sustitucion Cys 220 Ser, tiene un dominio CH2 idéntico
al CH2 y1 y tiene un dominio CH3 idéntico al CH3 v4 de tipo silvestre.

La variante Fc17 contiene una bisagra y1 con una sustitucion Cys 220 Ser, tiene un dominio CH2 y1 con una
sustitucion Phe 243 Ala y tiene un dominio CH3 idéntico al CH3 y1 de tipo silvestre.

La variante Fc18 contiene una bisagra y1 con una sustitucion Cys 220 Ser, tiene un CH2 y1 dominio idéntico al CH2
y1 de tipo silvestre y contiene un CH3 y1 con una sustitucion His 435 Ala.

La variante Fc19 contiene una bisagra idéntica a la de Fc5, tiene un dominio CH2 idéntico al de Fc5, excepto porque
el sitio de union a hidratos de carbono ligado a N del resto Asn-297 cambia a GIn para producir un Fc desglicosilado
y tiene un dominio CH3 idéntico al CH3 y1 de tipo silvestre.

La variante Fc21 contiene una bisagra y1 con sustituciones Cys 220 Ser, Cys 226 Ser y Cys 229 Ser, tiene un
dominio CH2 idéntico al de Fc5 y tiene un CH3 y1 con sustituciones Phe 405 Ala y Tyr 407 Gly.

La variante Fc22 contiene una bisagra y1 con sustituciones Cys 220 Ser, Cys 226 Ser y Cys 229 Ser, tiene un
dominio CH2 idéntico al de Fc1 y tiene un CH3 y1 con sustituciones Phe 405 Ala y Tyr 407 Gly.

La variante Fc23 contiene una bisagra y1 con una sustitucion Cys 220 Ser, tiene un dominio CH2 y1 con
sustituciones Leu 234 Ala, Leu 235 Glu, Pro 331 Ser y un dominio CH3 idéntico al Fc y1 de tipo silvestre.

La Figura 26 muestra un alineamiento de variantes de Fc adicionales que también puede usarse para la porcion Fc
de las proteinas de fusion Fc que se describen en el presente documento. La Figura 26 muestra la comparacién de
las secuencias de aminoacidos del Fc de regién constante y2a de ratén BALB/c de tipo silvestre (mFc1; SEQ ID NO:
118) y el Fc region constante y2c en ratén C57BL/6 de tipo silvestre (mFc3; SEQ ID NO: 119) con dos variantes de
Fc de raton, mFc2 (SEQ ID NO: 120) y mFc4 (SEQ ID NO: 121), que tienen poca o ninguna funcion efectora. El y2c
de C57BL/6 de tipo silvestre se aisld y se secuencid inicialmente a principios de la década de los 80 y se denomina
el alotipo b de y2a de ratdn, (Schreier ef al. PNAS. 78:4495 (1981)). Las comparaciones de analisis de secuencias
posteriores han demostrado que el gen corresponde de hecho al y2c de raton (Fukui et al., J. Mol. Cell Immunol.
1:321 (1984) y Morgado et al., EMBO J. 8:3245 (1989)). Notese que existen varios alotipos diferentes para ambas
secuencias y2a y y2c. La secuencia de mFc1 corresponde al numero de registro de GenBank V00825 mientras que
la secuencia de mFc3 corresponde al nimero de registro de GenBank Y10606.

En algunos aspectos, una proteina de fusién Fc que se describe en el presente documento comprende un dominio
Fc que tiene al menos 50, 100 o0 150 aminoacidos contiguos de una cualquiera de los SEQ ID NO: 118-121. En otras
realizaciones, una proteina de fusion Fc que se describe en el presente documento comprende un dominio Fc que
tiene de 50 a 100, de 50 a 150 o de 100 a 150 aminoacidos contiguos de los SEQ ID NO: 118-121. En otras
realizaciones mas, una proteina de fusién Fc que se describe en el presente documento comprende un dominio Fc
que comprende los SEQ ID NO: 118-121 con de 1-5, 1-10, 1-15, 1-20 o 1-25 sustituciones o sustituciones
conservadoras.

La variante mFc1 contiene un Fc y2a de raton BALB/c de tipo silvestre.

La variante mFc2 contiene una bisagra y2a de raton BALB/c con una sustitucion Gly 219 Ser. El dominio CH2 de
mFc2 contiene una sustitucién de aminoacidos respecto al y2a de tipo silvestre de ratén en la posicion 235 (Leu a
Glu) para inactivar la union a FcyRI y FcyRIl como se describe en Duncan et al., Nature 332:563 (1988) y Zheng et
al., J Immunol. 163:4041 (1999). Se hicieron tres cambios adicionales en el sitio de unién C1q del complemento para
reducir la fijacién del complemento en las posiciones 318, 320 y 322. Estas sustituciones se describen también por
Zheng et al. La interaccién de IgG y C1q se identifico originalmente en Duncan y Winter, Nature 332:738 (1988). El
dominio CH3 es idéntico al Fc y2a de raton de tipo silvestre.

La variante mFc3 contiene un Fc y2¢ de ratén C57BL/6 de tipo silvestre.

La variante mFc3 es idéntica a mFc3 excepto por que contiene las sustituciones Gly 219 Ser y Leu 235 Glu
presentes en mFc2.

Otras modificaciones/sustituciones/adiciones/deleciones del dominio Fc seran facilmente evidentes para un experto
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en la materia.
Polipéptidos que comprenden dominios '°Fn3

En ciertas realizaciones, las proteinas de fusion Fc que se proporcionan en el presente documento comprenden un
dominio "°Fn3, que es una proteina de armazén a base de fibronectina. Las proteinas de armazon a base de
fibronectina en general hacen uso de un armazon derivado de un dominio de fibronectina de tipo Il (Fn3) o similar a
Fn3 y actua de una manera caracteristica de los anticuerpos naturales o modificados por ingenieria genética (es
decir, anticuerpos policlonales, monoclonales o monocatenarios) y, ademas, poseen ventajas estructurales.
Especificamente, la estructura de estos miméticos de anticuerpos se ha disefado para un plegamiento, una
estabilidad y una solubilidad 6ptimos, incluso en condiciones que normalmente conducen a la pérdida de estructura
y funcién en anticuerpos. Un ejemplo de proteinas de armazén a base de fibronectina son las Adnectinas™
(Adnexus, una subsidiaria de propiedad total de Bristol-Myers Squibb). Las proteinas de armazéon a base de
fibronectina y las Adnectinas™ pueden ser monovalentes o multivalentes.

Un dominio Fn3 es pequefio, monomérico, soluble y estable. Carece de enlaces disulfuro y, por tanto, es estable en
condiciones reductoras. La estructura general de Fn3 se asemeja al plegado de Ig. Los dominios Fn3 comprenden,
en orden desde el extremo N al extremo C, una cadena beta o similar a beta, A; un bucle, AB; una cadena beta o
similar a beta, B; un bucle, BC; una cadena beta o similar a beta, C; un bucle, CD; una cadena beta o similar a beta,
D; un bucle, DE; una cadena beta o similar a beta, E; un bucle, EF; una cadena beta o similar a beta, F; un bucle,
FG; y una cadena beta o similar a beta, G. Las siete cadenas B antiparalelas estan dispuestas como dos laminas
beta que forman un nucleo estable, a la vez que crean dos "caras" compuestas por los bucles que conectan las
cadenas beta o similares a beta. Los bucles AB, CD, EF y se ubican en una cara y los bucles BC, DE y FG se ubican
en la cara opuesta. Cualquiera o todos los bucles AB, BC, CD, DE, EF y FG pueden participar en la union al ligando.
Existen por lo menos 15 modulos diferentes de Fn3 y aunque la homologia de secuencia entre los médulos es baja,
todos comparten una alta similitud en la estructura terciaria.

La secuencia de aminoacidos del décimo dominio de fibronectina de tipo Ill, humano, de origen natural, es decir, el
décimo moédulo de Fn3 humano (Fn3), se expone en e SEQ ID NO: 1:
VSDVPRDLEVVAATPTSLLISWDAPAVTVRYYRITYGETGGNSPVQEFTVPGSKST
ATISGLKPGVDYTITVYAVTGRGDSPASSKPISINYRT (SEQ ID NO: 1) (los bucles AB, CD y EF estan subrayados y
los bucles BC, FG y DE estan destacados en negrita).

En el SEQ ID NO: 1, el bucle AB corresponde a los restos 15-16, el bucle BC corresponde a los restos 21-30, el
bucle CD corresponde a los restos 39-45, el bucle DE corresponde a los restos 51-56, el bucle EF corresponde a los
restos 60-66 y el bucle FG corresponde a los restos 76-87. Véase, por ejemplo, Xu et al., Chemistry & Biology 2002.
9:933-942. Los bucles BC, DE y FG se alinean a lo largo de una cara de la molécula (a veces denominados bucles
del "polo norte") y los bucles AB, CD y EF se alinean a lo largo de la cara opuesta de la molécula (a veces
denominados bucles del "polo sur"). En el SEQ ID NO: 1, la cadena beta A corresponde a los restos 9-14, la cadena
beta B corresponde a los restos 17-20, la cadena beta C corresponde a los restos 31-38, la cadena beta D
corresponde a los restos 46-50, la cadena beta E corresponde a los restos 57-59, la cadena beta F corresponde a
los restos 67-75 y la cadena beta G corresponde a los restos 88-94. Las cadenas estan conectadas entre si a través
del bucle correspondiente, por ejemplo, las cadenas A y B estan conectadas a través del bucle AB en la formacion
de la cadena A, bucle AB, cadena B, etc. Los primeros 8 aminoacidos del SEQ ID NO: 1 (en cursiva anteriormente)
pueden eliminarse mientras se conserve la actividad de unién de la molécula. Los restos implicados en la formacion
del nucleo hidréfobo (los "restos de aminoacidos nucleo") incluyen los aminoacidos que corresponden a los
siguientes aminoacidos del SEQ ID NO: 1: L8, V10, A13, L18, 120, W22, Y32,134, Y36, F48, V50, A57, 159, L62, Y68,
170, V72, A74, 188, 190 e Y92, en la que los restos de aminoacidos nucleo estan representados por el codigo de
aminoacidos de una sola letra seguido de la posicion en la que se encuentran dentro del SEQ ID NO: 1. Véase, por
ejemplo, Dickinson et al., J. Mol. Biol. 236: 1079-1092 (1994).

Los dominios '°Fn3 son estructural y funcionalmente analogos a los anticuerpos, especificamente a la region
variable de un anticuerpo. Mientras que los dominios '°Fn3 pueden describirse como "miméticos de anticuerpos" o
"proteinas similares a anticuerpos”, ofrecen una serie de ventajas sobre los anticuerpos convencionales. En
particular, presentan mejores propiedades de plegamiento y termoestabilidad en comparacion con los anticuerpos y
carecen de enlaces disulfuro, que se sabe que impiden o evitan el plegamiento apropiado en ciertas condiciones.

Los bucles BC, DE y FG de los dominios '°Fn3 son analogos a las regiones determinantes complementarias (RDC)
de las inmunoglobulinas. La alteracion de la secuencia de aminoacidos en estas regiones del bucle cambia la
especificidad de union de '°Fn3. También pueden hacerse dominios '°Fn3 con modificaciones en los bucles AB, CD
y EF con el fin de producir una molécula que se una a una diana deseada. Las secuencias de la proteina fuera de
los bucles son analogas a las regiones marco conservadas de las inmunoglobulinas y desempefian un papel en la
conformacion estructural del '°Fn3. Las alteraciones en las regiones similares a las regiones marco conservadas de
9Fn3 son permisibles en la medida en que la conformacién estructural no se altere tanto como para interrumpir la
unién del ligando. Se han descrito métodos para generar proteinas de union especificas de ligando '°Fn3 en las
Publicaciones PCT N.° WO 00/034787, WO 01/64942 y WO 02/032925, que desvelan proteinas de union de alta
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afinidad de TNFaq, la Publicacion PCT N.° WO 2008/097497, que desvela proteinas de union de alta afinidad de
VEGFR2, y la Publicacion PCT N.° WO 2008/066752, que desvela proteinas de union de alta afinidad de IGFIR. Las
referencias adicionales que analizan proteinas de union '°Fn3 y métodos de seleccion de enlazadores incluyen las
Publicaciones PCT N.° WO 98/056915, WO 02/081497 y WO 2008/031098 y la Publicacion de los EE.UU. N.°
2003186385.

Como se ha descrito anteriormente, los restos de aminoacidos correspondiente a los restos 21-30, 51-56 y 76-87 del
SEQ ID NO: 1 definen los bucles BC, DE y FG, respectivamente. Sin embargo, debe entenderse que no es
necesario modificar todos los restos dentro de la regién de bucle con el fin de conseguir una proteina de unién '°Fn3
que tenga una fuerte afinidad por una diana deseada. Por ejemplo, en muchos casos, solo se modifican los restos
correspondientes a los aminoacidos 23-30 del bucle BC y 52-55 del bucle DE dando como resultado proteinas de
unién '°Fn3 de alta afinidad. En consecuencia, en ciertas realizaciones, el bucle BC puede definirse por los
aminoacidos que corresponden a los restos 23-30 del SEQ ID NO: 1 y el bucle DE puede definirse por los
aminoacidos que corresponden a los restos 52-55 del SEQ ID NO: 1. Adicionalmente, las inserciones y deleciones
en las regiones de bucle también pueden hacerse mientras que aun asi se produzcan proteinas de union '°Fn3 de
alta afinidad.

En consecuencia, en algunas realizaciones, uno o mas bucles seleccionados entre BC, DE y FG pueden
prolongarse o acortarse en longitud respecto al bucle correspondiente en '°Fn3 humano de tipo silvestre. En algunas
realizaciones, la longitud del bucle puede prolongarse en 2-25 aminoacidos. En algunas realizaciones, la longitud del
bucle puede disminuirse en 1-11 aminoéacidos. En particular, el bucle FG de "°Fn3 tiene 12 restos de largo, mientras
que el bucle correspondiente en las cadenas pesadas de anticuerpos oscila entre 4-28 restos. Para optimizar la
union al antigeno, por tanto, la longitud del bucle FG de '°Fn3 puede modificarse en longitud, asi como en secuencia
para abarcar el intervalo de 4-28 restos de RDC3 para obtener la mayor flexibilidad y afinidad posibles en la unién al
antigeno. En algunas realizaciones, el motivo de unién a integrina "arginina-glicina-acido aspartico" (RGD), que se
ubica en los restos 79-81 del SEQ ID NO: 1, puede modificarse con el fin de interrumpir la unién a la integrina. Por
ejemplo, la secuencia RGD puede reemplazarse por SGE o RGE.

Como se ha descrito en el presente documento, las secuencias de union a no-ligando de '°Fn3, es decir, el
"armazon '°Fn3", puede alterarse siempre que el '°Fn3 conserve la funcion de union al ligando y/o la estabilidad
estructural. En algunas realizaciones, uno o mas de Asp 7, Glu 9 y Asp 23 se reemplazan por otro aminoacido, tal
como, por ejemplo, un resto de aminoacido no cargado negativamente (por ejemplo, Asn, Lys, etc.). Se ha notificado
que estas mutaciones tienen el efecto de promover una mayor estabilidad del '°Fn3 mutante a pH neutro en
comparacion con la forma de tipo silvestre (Véase, la publicacion PCT N.° WO 02/04523). Se ha desvelado diversas
alteraciones adicionales en el armazén de '°Fn3 que son beneficiosos o neutrales. Véase, por ejemplo, Batori et al.,
Protein Eng. 2002 15(12):1015-1020; Koide et al., Biochemistry 2001 40(34):10326-33. En algunas realizaciones, los
aminoacidos del nucleo hidréfobo no se modifican respecto a la secuencia de tipo silvestre. En otras realizaciones,
pueden mutarse los siguientes aminoacidos hidréfobos: W22 y/o L62.

El armazon '°Fn3 puede modificarse mediante una o mas sustituciones conservadoras. Tanto como un 5 %, un
10 %, un 20 % o incluso un 30 % o mas de los aminoacidos en el armazon de '°Fn3 puede modificarse mediante
una sustitucién conservadora sin alterar sustancialmente la afinidad del 'Fn3 por un ligando. En ciertas
realizaciones, el armazén puede comprender cualquier cantidad entre 0-15, 0-10, 0-8, 0-6, 0-5, 0-4, 0-3, 1-15, 1-10,
1-8, 1-6, 1-5, 1-4, 1-3, 2-15, 2-10, 2-8, 2-6, 2-5, 2-4, 5-15 o 5-10 sustituciones de aminoacidos conservadoras. En
ciertas realizaciones, las sustituciones en el armazon no incluyen las sustituciones de los restos de aminoacidos del
nucleo hidrofobo. Preferentemente, la modificacion del armazén reduce la afinidad de union de la proteina de unién
9Fn3 por un ligando en menos de 100 veces, 50 veces, 25 veces, 10 veces, 5 veces o 2 veces. Puede ser que
dichos cambios alteren la inmunogenicidad del '°Fn3 in vivo y cuando se reduzca la inmunogenicidad, dichos
cambios seran deseables. Como se usa en el presente documento, "sustituciones conservadoras" se refiere al
reemplazo de un aminoéacido por otro aminoacido que es fisica o funcionalmente similar al aminoacido que se
sustituye. Es decir, una sustituciéon conservadora y su resto de referencia tienen un tamafio, forma, carga eléctrica,
propiedades quimicas, incluyendo la capacidad de formar enlaces covalentes o de hidrégeno, o similares, parecidos.
Las sustituciones conservadoras preferidas son las que satisfacen los criterios definidos para una mutacién puntual
aceptada en Dayhoff et al., Atlas of Protein Sequence and Structure. 5:345-352 (1978 y Sup.). Los ejemplos de
sustituciones conservadoras son sustituciones dentro de los siguientes grupos: (a) valina, glicina; (b) glicina, alanina;
(c) valina, isoleucina, leucina; (d) acido aspartico, acido glutamico; (e) asparagina, glutamina; (f) serina, treonina; (g)
lisina, arginina, metionina; y (h) fenilalanina, tirosina.

En algunas realizaciones, la solicitud proporciona una proteina de fusién Fc que comprende un dominio '°Fn3, en el
que el polipéptido '°Fn3 tiene al menos un 40 %, un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %,
un 85 % o un 90 % de identidad con dominio '°Fn3 humano que tiene la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO:
1. Gran parte de la variabilidad generalmente se producira en uno o mas de los bucles. Cada una de las cadenas
beta o similares a beta de un dominio '°Fn3 en una proteina de armazon a base de fibronectina puede comprender,
consistir esencialmente en o consistir en una secuencia de aminoacidos que es idéntica al menos en un 80 %, un
85 %, un 90 %, un 95 % o un 100 % a la secuencia de una cadena beta o similar a beta correspondiente del SEQ ID
NO: 1, siempre que dicha variacion no perturbe la estabilidad del polipéptido en condiciones fisiologicas. En
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realizaciones de ejemplo, el dominio '°Fn3 se une a una diana deseada con una Kp de menos de 500 nM, 100 nM,
10 nM, 1 nM, 500 pM, 100 pM o menos. En realizaciones de ejemplo, la proteina de armazoén a base de fibronectina
se une especificamente a una diana que no se une mediante un dominio '"°Fn3 de tipo silvestre, en particular el
dominio "°Fn3 humano de tipo silvestre.

En algunas realizaciones, la solicitud proporciona una proteina de fusion Fc que comprende un dominio '°Fn3, en el
que el polipéptido '°Fn3 tiene una secuencia de aminoacidos idéntica al menos en un 80, un 85, un 90, un 95, un 98
o un 100 % a las regiones no de bucle del SEQ ID NO: 1, en la que al menos un bucle seleccionado entre BC, DE y
FG se altera. En algunas realizaciones, el bucle BC alterado tiene hasta 10 sustituciones de aminoacidos, hasta 4
deleciones de aminoacidos, hasta 10 inserciones de aminoacidos o una combinacion de los mismos. En algunas
realizaciones, el bucle DE alterado tiene hasta 6 sustituciones de aminoacidos, hasta 4 deleciones de aminoacidos,
hasta 13 inserciones de aminoacidos o una combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, el bucle FG tiene
hasta sustituciones de 12 aminoacidos, hasta 11 deleciones de aminoacidos, hasta 25 inserciones de aminoacidos o
una combinacion de los mismos.

En algunas realizaciones, la solicitud proporciona proteinas de fusion Fc que comprenden un dominio '°Fn3, en el
que el dominio "°Fn3 comprende un bucle, AB; un bucle, BC; un bucle, CD; un bucle, DE; un bucle, EF; y un bucle,
FG; y tiene al menos un bucle seleccionado entre el bucle BC, DE y FG con una alteraciéon de la secuencia de
aminoacidos respecto a la secuencia del bucle correspondiente del dominio '°Fn3 humano. En algunas
realizaciones, los bucles BC y FG se alteran. En algunas realizaciones, los bucles BC, DE y FG se alteran, es decir,
el dominio '°Fn3 comprende bucles de origen no natural. Por "alterado" se entiende una o mas alteraciones de la
secuencia de aminoacidos respecto a una secuencia molde (es decir, el dominio de fibronectina humana
correspondiente) e incluye adiciones, deleciones y sustituciones de aminoacidos. La alteracion de una secuencia de
aminoacidos puede realizarse a través de una variacion de la secuencia intencional, ciega o espontanea,
generalmente de una secuencia que codifica acidos nucleicos, y puede producirse mediante cualquier técnica, por
ejemplo, PCR, PCR propensa a errores o sintesis quimica de ADN.

En ciertas realizaciones, la solicitud proporciona proteinas de fusion Fc que comprenden un dominio '°Fn3, en el que
el dominio '"Fn3 puede definirse en general por la siguiente secuencia de aminoacidos nucleo:
EVVAAT(X)aSLLI(X)xYYRITYGE(X)sQEFTV(X),ATI(X).DYTITVYAV(X)SINYRT(SEQ ID NO: 2).

En el SEQ ID NO: 2, el bucle AB esta representado por Xa, el bucle CD esta representado por Xp, el bucle EF es
representado por X, el bucle BC esta representado por Xx, el bucle DE esta representado por Xy y el bucle FG esta
representado por X.. X representa cualquier aminoacido y el subindice después de la X representa un numero
entero del numero de aminoacidos. En particular, a puede ser cualquier cantidad entre 1-15, 2-15, 1-10, 2-10, 1-8, 2-
8, 1-5, 2-5, 1-4, 2-4, 1-3, 2-3 0 1-2 aminoacidos; y b, ¢, x, y y z pueden ser cada uno independientemente cualquier
cantidad entre 2-20, 2-15, 2-10, 2-8, 5-20, 5-15, 5-10, 5-8, 6-20, 6-15, 6-10, 6-8, 2-7, 5-7 o 6-7 aminoacidos. En
realizaciones preferidas, a es 2 aminoacidos, b es 7 aminoacidos, ¢ es 7 aminoacidos, x es 9 aminoacidos, y es 6
aminoacidos y z es 12 aminoacidos. Las secuencias de las cadenas beta (subrayados en el SEQ ID NO: 2) pueden
cualquier cantidad entre de 0 a 10, de 0 a8,de 0a6,de0a5,de0a4,de0a3,de0a?2ode0a 1 sustituciones,
deleciones o adiciones en todas las 7 regiones armazon respecto a los aminoacidos correspondientes que se
muestran en el SEQ ID NO: 2. En una realizacion de ejemplo, las secuencias de las cadenas beta pueden tener
cualquier cantidad entre de 0 a10,de0a 8,de0a6,de0ab5,de0a4,de0a3 de0a2ode0a 1 sustituciones
conservadoras en todas las 7 regiones armazon respecto a los aminoacidos correspondientes que se muestran en el
SEQ ID NO: 2. En ciertas realizaciones, los restos de aminoacidos del nucleo hidréfobo son fijos y cualesquier
sustituciones, sustituciones conservadoras, deleciones o adiciones se producen en los restos distintos de los restos
de aminoacidos nucleo. En realizaciones de ejemplo, los bucles BC, DE y FG como se representan por (X)x, (X)y ¥
(X)., respectivamente, se reemplazan por polipéptidos que comprenden secuencias de bucle BC, DE y FG que se
unen a dianas especificas.

En ciertas realizaciones, la solicitud proporciona proteinas de fusion Fc que comprenden un dominio '°Fn3, en el que
el dominio '°Fn3 puede definirse en general por la secuencia:

EVVAATPTSLLI(X)YYRITYGETGGNSPVQEFTV(X),ATISGLKPGVDYTITVYAV(X)_(SEQ ID NO: 3).

En el SEQ ID NO: 3, el bucle BC esta representado por Xy, el bucle DE esta representado por X, y el bucle FG esta
representado por X.. X representa cualquier aminoacido y el subindice después de la X representa un nimero entero
del niumero de aminoacidos. En particular, x y y z puede ser cada uno independientemente cualquier cantidad entre
2-20, 2-15, 2-10, 2-8, 5-20, 5-15, 5-10, 5-8, 6-20, 6-15, 6-10, 6-8, 2-7, 5-7 o 6-7 aminoacidos. En realizaciones
preferidas, x es 9 aminoacidos, y es 6 aminoacidos y z es 12 aminoacidos. Las secuencias de las cadenas beta y los
bucles del polo sur (subrayados en el SEQ ID NO: 3) pueden tener cualquier cantidad entre de 0 a 10, de 0 a 8, de 0
a6,de0ab5,de0a4,de0a3 de0a2ode0 a1 sustituciones, deleciones o adiciones en todas las 7 regiones
armazon y bucles del polo sur respecto a los aminoacidos correspondientes que se muestran en el SEQ ID NO: 3.
En una realizacion de ejemplo, las secuencias de las cadenas beta y los bucles del polo sur pueden tener cualquier
cantidad entre de 0 a 10, de 0 a8, de 0 a6, de0a5 de0ad4, de0a3 de0a?2ode0 a1 sustituciones
conservadoras en todas las 7 regiones armazon y bucles del polo sur respecto a los aminoacidos correspondientes
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que se muestran en el SEQ ID NO: 3. En ciertas realizaciones, los restos de aminoacidos nucleo son fijos y
cualesquier sustituciones, sustituciones conservadoras, deleciones o adiciones se producen en los restos distintos
de los restos de aminoacidos nucleo. En realizaciones de ejemplo, los bucles BC, DE y FG como se representan por
(X (X)y y (X)., respectivamente, se reemplazan por polipéptidos que comprenden secuencias de bucle BC, DE y
FG que se unen a dianas especificas.

Un dominio '"°Fn3 como se describe en el presente documento puede contener, opcionalmente, una secuencia N-
terminal y/o C-terminal modificada. Por ejemplo, con referencia a el SEQ ID NO: 2 o 3, el "°Fn3 dominio puede
comprender una extension N-terminal y/o una cola C-terminal como se describe adicionalmente a continuacion.

En ciertas realizaciones, el 'Fn3 dominio como se muestra en el SEQ ID NO: 2 o 3 puede comprender
opcionalmente una extensién N-terminal de 1-20, 1-15, 1-10, 1-8, 1-5, 1-4, 1-3, 1-2 0 1 aminoacidos de longitud. Los
ejemplos de extensiones N-terminales incluyen (representados por el cédigo de aminoacidos de una sola letra) M,
MG, G, MGVSDVPRDL (SEQ ID NO: 4), VSDVPRDL (SEQ ID NO: 5) y GVSDVPRDL (SEQ ID NO: 6), o
truncamientos N-terminales de una cualquiera de los SEQ ID NO: 4, 5 o 6. Otras extensiones N-terminales
adecuadas incluyen, por ejemplo, X,SDVPRDL (SEQ ID NO: 7), X,DVPRDL (SEQ ID NO: 8), X,VPRDL (SEQ ID
NO: 9), X,PRDL (SEQ ID NO: 10), X,RDL (SEQ ID NO: 11), X,DL (SEQ ID NO: 12) 0o X,L,enlasquen=0, 10 2
aminoacidos, en la que cuando n = 1, X es Met o0 Gly y cuando n = 2, X es Met-Gly. Cuando se afade una secuencia
Met-Gly al extremo N-terminal de un dominio '°Fn3, la M por lo general se escindira, dejando una G en el extremo N.

En ciertas realizaciones, el dominio '°Fn3 como se muestra en el SEQ ID NO: 2 o 3 puede comprender
opcionalmente una cola C-terminal de 1-20, 1-15, 1-10, 1-8, 1-5 o 1-4 aminoacidos de longitud. Los ejemplos
especificos de secuencias de la cola incluyen, por ejemplo, los polipéptidos que comprenden, consisten
esencialmente en o consiste en, EIEK (SEQ ID NO: 13), EGSGC (SEQ ID NO: 14), EIEKPCQ (SEQ ID NO: 15),
EIEKPSQ (SEQ ID NO: 16), EIEKP (SEQ ID NO: 17), EIEKPS (SEQ ID NO: 18), EIEKPC (SEQ ID NO: 19),
EIDKPSQ (SEQ ID NO: 20) o EIDKPSQLE (SEQ ID NO: 21). En ciertas realizaciones, el dominio 'oFn3 comprende
una cola C-terminal que comprende una secuencia X(ED),, en la que n es un numero entero de 2-10, 2-8, 2-5, 3-10,
3-8,3-7,3-5,4-7Toenlaquenes 2, 3,4,56,7,8,90 10 y X es opcional, y cuando esta presente es una E, | o IE.
Dichas colas de repeticion ED pueden potenciar la solubilidad y/o reducir la agregacion del dominio '°Fn3. En
realizaciones de ejemplo, la cola C-terminal comprende, consiste esencialmente en o consiste en la secuencia de
aminoacidos del SEQ ID NO: 15. En realizaciones preferidas, las secuencias C-terminales carecen de secuencias
DK.

En ciertas realizaciones, las proteinas de armazon a base de fibronectina comprenden un dominio '°Fn3 que tiene
tanto una extension N-terminal como una cola C-terminal.

En ciertas realizaciones, un dominio '°Fn3 es un dominio establecido en el documento WO 2012/016245.
Proteinas de armazon a base de fibronectina multivalentes

En ciertas realizaciones, la solicitud proporciona una proteina de fusion Fc que comprende un polipéptido que tiene
dos o mas dominios '°Fn3, por ejemplo, una proteina de armazon a base de fibronectina multivalente. Por ejemplo,
una proteina de armazon a base de fibronectina multivalente puede comprender 2, 3 0 mas dominios '°Fn3 que se
asocian covalentemente. En realizaciones de ejemplo, la proteina de armazén a base de fibronectina es una
proteina biespecifica o dimérica que comprende dos dominios '°Fn3. En ciertas realizaciones, una proteina de
armazon a base de fibronectina multivalente comprende un primer dominio '°Fn3 que se une a una primera molécula
diana y un segundo dominio '°Fn3 que se une a una segunda molécula diana. La primera y segunda moléculas
diana pueden ser las mismas o diferentes moléculas diana. Cuando la primera y la segunda moléculas diana son
iguales, los '"°Fn3 dominios, es decir, los bucles de union pueden ser iguales o diferentes. Ademas, cuando el primer
y el segundo dominios '°Fn3 se unen a la misma diana, pueden unirse a los mismos o a diferentes epitopos en la
diana.

En realizaciones de ejemplo, cada dominio '°Fn3 de una proteina de armazoén a base de fibronectina multivalente se
une a una diana deseada con una Kp de menos de 1 mM, 100 uM, 10 uM, 1 uM, 500 nM, 100 nM, 10 nM, 1 nM,
500 pM, 100 pM o menos. En realizaciones de ejemplo, cada dominio '°Fn3 de una proteina de armazon a base de
fibronectina multivalente se une especificamente a una diana que no se une por un dominio '°Fn3 de tipo silvestre,
en particular el dominio '°Fn3 de tipo silvestre humano. En realizaciones de ejemplo, ninguno de los dominios '°Fn3
de una proteina de armazoén a base de fibronectina multivalente se une a una proteina integrina.

En el caso de proteinas de armazon a base de fibronectina multivalentes, preferentemente ninguno de los dominios
9Fn3 comprende una cola C-terminal que contiene una secuencia DK. En realizaciones de ejemplo, una proteina de
armazon a base de fibronectina multivalente comprende dos o mas dominios '°Fn3, en la que cada dominio
comprende una cola C-terminal que no contiene ninguna secuencia DK. En ciertas realizaciones, una proteina de
armazon a base de fibronectina multivalente comprende dos o mas dominios '°Fn3, en la que cada dominio
comprende una cola C-terminal que no contiene ninguna secuencia DK.
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Vectores y polinucleétidos

En otras realizaciones, la solicitud proporciona acidos nucleicos que codifican cualquiera de las diversas proteinas
de fusion Fc desveladas en el presente documento. El uso de codones puede seleccionarse de manera que se
mejore la expresion en una célula. Dicho uso de codones dependera del tipo de célula seleccionado. Se han
desarrollado patrones de uso de codones especializados para E. coli y otras bacterias, asi como células de
mamifero, células vegetales, células de levadura y células de insectos. Véase, por ejemplo: Mayfield et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA., 100(2):438-442 (21 de enero 2003); Sinclair et al., Protein Expr. Purif, 26(1):96-105 (oct. 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, Vols. 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 periddicas. Generalmente, el ADN que codifica el polipéptido se une operativamente a elementos
reguladores transcripcionales o traduccionales adecuados derivados de genes de mamiferos, de virus o de insectos.
Dichos elementos reguladores incluyen un promotor transcripcional, una secuencia operadora opcional para
controlar la transcripcioén, una secuencia que codifica sitios de union ribosomica de ARNm adecuados y secuencias
que controlan la terminaciéon de la transcripcién y la traduccion. Se incorpora adicionalmente la capacidad para
replicar en un hospedador, por lo general conferida por un origen de replicacion y un gen de seleccién para facilitar
el reconocimiento de transformantes.

Las proteinas de fusion Fc que se describen en el presente documento pueden producirse de forma recombinante
no solo directamente, sino también como un polipéptido de fusién con un polipéptido heterdlogo, que es
preferentemente una secuencia sefial u otro polipéptido que tenga un sitio de escision especifico en el extremo N de
la proteina o polipéptido maduros. La secuencia sefal heterdloga seleccionada preferentemente es una que sea
reconocida y procesada (es decir, cortada por una peptidasa sefal) por la célula hospedadora. Una secuencia lider
N-terminal de ejemplo para la produccion de polipéptidos en un sistema de mamifero es
METDTLLLWVLLLWVPGSTG (SEQ ID NO: 29), que se elimina por la célula hospedadora después de la expresion.

Para células hospedadora procariotas que no reconocen ni procesan una secuencia sefial nativa, la secuencia sefal
se sustituye por una secuencia sefial procariota seleccionada, por ejemplo, entre el grupo de lideres de la fosfatasa
alcalina, la penicilinasa, Ipp o la enterotoxina Il estable al calor.

Para la secrecion en levaduras, la secuencia sefial nativa puede sustituirse, por ejemplo, por el lider de la invertasa
de levadura, un lider de factores (incluyendo lideres de factor alfa de Saccharomyces y Kluyveromyces) o el lider de
la fosfatasa acida, el lider de la glucoamilasa de C. albicans o la sefial descrita en la patente de los EE.UU. N.°
5.631.144. En la expresién en células de mamifero, estan disponibles las secuencias sefial de mamiferos, asi como
los lideres secretores virales, por ejemplo, la sefial gD del herpes simple. EI ADN para dichas regiones precursoras
puede ligarse en el marco de lectura al ADN que codifica la proteina.

Ambos vectores de expresion y clonacidon contienen una secuencia de acido nucleico que permite al vector
replicarse en una o mas células hospedadoras seleccionadas. En general, en vectores de clonacién esta secuencia
es una que permita al vector replicarse independientemente del ADN cromosomico del hospedador, e incluye
origenes de replicaciéon 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 varios origenes
virales (SV40, polioma, adenovirus, VSV o BPV) son utiles para vectores de clonacion en células de mamifero.
Generalmente, no se necesita el componente origen de replicacion para vectores de expresién en mamiferos (el
origen SV40 normalmente puede usarse solo porque contiene el promotor temprano).

Los vectores de expresion y clonacién pueden contener un gen de seleccién, también denominado marcador de
seleccion. Los genes de seleccion tipicos codifican proteinas que (a) confieren resistencia a antibiéticos u otras
toxinas, por ejemplo, ampicilina, neomicina, metotrexato o tetraciclina, (b) deficiencias auxotréficas complementarias,
0 (c) suministran nutrientes criticos no disponibles en el medio complejo, por ejemplo, el gen que codifica la
racemasa de D-alanina para Bacilli.

Los vectores de expresion y clonacidon contienen generalmente un promotor que es reconocido por el organismo
hospedador y esta unido operativamente al acido nucleico que codifica un anticuerpo. Los promotores adecuados
para su uso con hospedadores procariotas incluyen el promotor phoA, los sistemas promotores de beta lactamasa y
lactosa, el promotor de la fosfatasa alcalina, un sistema promotor de triptéfano (trp) y promotores hibridos tales como
el promotor tan. Sin embargo, otros promotores bacterianos conocidos son adecuados. Los promotores para su uso
en sistemas bacterianos también contendran una secuencia Shine-Dalgarno (S.D.) unida operativamente al ADN
que codifica la proteina desvelada en el presente documento. Las secuencias promotoras son conocidas para
eucariotas. Virtualmente todos los genes eucariotas tienen una region rica en AT ubicada aproximadamente 25 a 30
bases corriente arriba del sitio donde se inicia la transcripcion. Otra secuencia que se encuentra 70 a 80 bases
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corriente arriba del inicio de la transcripcion de muchos genes es una region CNCAAT donde N puede ser cualquier
nucledtido. En el extremo 3' de la mayoria de los genes eucariotas hay una secuencia AATAAA que puede ser la
sefial para la adicion de la cola poli A al extremo 3' de la secuencia codificante. Todas estas secuencias se insertan
de forma adecuada en vectores de expresion eucariotas.

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

La transcripcidon de anticuerpos a partir de vectores en células hospedadoras de mamifero puede controlarse, por
ejemplo, mediante promotores obtenidos de los genomas de virus tales como el virus del polioma, el virus de la
viruela aviar, el adenovirus (tal como el Adenovirus 2), el virus del papiloma bovino, el virus del sarcoma aviar, el
citomegalovirus, un retrovirus, el virus de la hepatitis B, el virus de simio 40 (SV40) o a partir de promotores
heterdlogos de mamiferos, por ejemplo, el promotor de actina o un promotor de inmunoglobulina, a partir de
promotores de choque térmico, a condicion de que dichos promotores sean compatibles con los sistemas de las
células hospedadoras.

La transcripcion de ADN que codifica el polipéptido de anticuerpo de la presente invencion por eucariotas superiores
con frecuencia se aumenta insertando una secuencia potenciadora en el vector. Ahora se conocen muchas
secuencias potenciadoras de genes de mamifero (globina, elastasa, albumina, o-fetoproteina e insulina).
Normalmente, sin embargo, se usara un potenciador de un virus de célula eucariota. Los ejemplos incluyen el
potenciador de SV40 en el lado tardio del origen de replicacion (100-270 pb), el potenciador del promotor temprano
de citomegalovirus, el potenciador de polioma en el lado tardio del origen de replicacion y potenciadores de
adenovirus. Véase también Yaniv, Nature 297:17-18 (1982) acerca de elementos potenciadores para la activacion
de promotores eucariotas. El potenciador puede sufrir corte y ayuste en el vector en una posicion 5' o 3' a la
secuencia que codifica el polipéptido de anticuerpo, pero se localiza preferentemente en un sitio 5' desde el
promotor.

Los vectores de expresion usados en células hospedadora eucariotas (levadura, hongo, insecto, planta, animal, ser
humano o células nucleadas de otros microorganismos multicelulares) normalmente también contendran secuencias
necesarias para la terminacion de la transcripcion y para estabilizar el ARNm. Dichas secuencias estan
habitualmente disponibles a partir de las regiones no traducidas 5' y, ocasionalmente 3', de ADN o ADNc eucariotas
o virales. Estas regiones contienen segmentos de nucledtidos transcritos como fragmentos poliadenilados en la
parte no traducida del ARNm que codifica un anticuerpo. Un componente de terminacién de la transcripcion util es la
region poliadenilacion de la hormona bovina del crecimiento. Véase el documento WO094/11026 y el vector de
expresion desvelado en el mismo.

El ADN recombinante también puede incluir cualquier tipo de secuencia marcadora de proteina que pueda ser util
para la purificacion de la proteina. Los ejemplos de marcadores de proteinas incluyen, pero no se limitan a un
marcador de histidina, un marcador FLAG, un marcador myc, un marcador HA o un marcador GST. Pueden
encontrarse vectores de clonacion y expresion apropiados para su uso con hospedadores bacterias, hongos,
levaduras y células de mamifero en Cloning Vectors: A Laboratory Manual, (Elsevier, Nueva York (1985)).

La construccién de expresion se introduce en la célula hospedadora utilizando un método apropiado para la célula
hospedadora, como sera evidente para un experto en la materia. Se conoce en la técnica diversos métodos para
introducir acidos nucleicos en células hospedadoras, incluyendo, pero no limitados a, la electroporacion; la
transfeccion empleando cloruro de calcio, cloruro de rubidio, fosfato de calcio, DEAE-dextrano u otras sustancias; el
bombardeo con microproyectiles; la lipofeccion; y la infeccién (donde el vector es un agente infeccioso).

Las células hospedadoras adecuadas incluyen procariotas, levaduras, células de mamiferos o células bacterianas.
Las bacterias adecuadas incluyen organismos gramnegativos o grampositivos, por ejemplo, E. coli o Bacillus spp.
También pueden emplearse levaduras, preferentemente de la especie Saccharomyces, tal como S. cerevisiae, para
la produccion de polipéptidos. También pueden emplearse diversos sistemas de cultivo de células de mamifero o de
insecto para expresar proteinas recombinantes. Se revisan sistemas de baculovirus para la produccion de proteinas
heterélogas en células de insecto por Luckow et al. (Bio/Technology, 6:47 (1988)). Los ejemplos de estirpes
celulares hospedadoras de mamiferos adecuados incluyen las células endoteliales, las células COS-7 de rifion de
mono, CV-1, células L, C127, 3T3, el ovario de hamster chino (CHO), las células de rifion embrionarias humanas,
Hela, 293, 293T y estirpes celulares BHK. Se preparan polipéptidos purificados cultivando sistemas
hospedador/vector adecuados para expresar las proteinas recombinantes. Para muchas aplicaciones, el pequefio
tamafio de muchos de los polipéptidos desvelados en el presente documento haria de la expresién en E. coli el
método preferido para la expresion. Después, la proteina se purifica de los medios de cultivo o los extractos
celulares.
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Produccién de proteinas

En otros aspectos, la solicitud proporciona células hospedadoras que contienen vectores que codifican las proteinas
de fusién Fc que se describen en el presente documento, asi como métodos para producir las proteinas de fusion Fc
que se describen en el presente documento. Las células hospedadoras pueden transformarse con los vectores de
expresion o clonacion descritos en el presente documento para la produccion de proteinas y pueden cultivarse en
medios de nutrientes convencionales modificados segin sea apropiado 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, del inglés high-throughput protein production) y la produccion
de media escala incluyen la cepa bacteriana HMS174. Las células hospedadoras utilizadas para producir las
proteinas que se desvelan en el presente documento pueden cultivarse en diversos medios. Son adecuados medios
disponibles en el mercado, tales como F10 de Ham (Sigma), Medio Esencial Minimo ((MEM), (Sigma)), RPMI-1640
(Sigma) y Medio de Eagle modificado por Duldecco (DMEM), Sigma)) para el cultivo de las células hospedadoras.
Ademas, los medios descritos en Ham et al., Meth. Enzymol., 58:44 (1979), Barites et al., Anal. Biochem., 102:255
(1980), las Patentes de los EE.UU. N.° 4.767.704, 4.657.866, 4.927.762, 4.560.655, 5.122.469, 6.048.728, 5.672.502
o la Patente de los EE.UU. N.° RE 30.985 pueden utilizarse como medios de cultivo para las células hospedadora.
Cualquiera de estos medios puede suplementarse segiun 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), nucledtidos (tales como adenosina y timidina),
antibidticos (tales como el farmaco Gentamicina), elementos traza (definidos como compuestos inorganicos
generalmente presentes a concentraciones finales en el intervalo micromolar) y glucosa o una fuente de energia
equivalente. También pueden incluirse cualquier otro suplemento necesario en concentraciones apropiadas que
serian conocidas por los expertos en la materia. Las condiciones de cultivo, tales como la temperatura, el pH y
similares, 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 pueden producirse utilizando sistemas
de traduccion celulares. Para dichos fines, los acidos nucleicos que codifican la proteina de fusién deben modificarse
para permitir la transcripcion in vitro para producir ARNm y para permitir la traduccion libre de células del ARNm en
el sistema libre de células particular que se utiliza (eucariota tal como un sistema de traduccion libre células de
mamifero o de levadura o procariota tal como un sistema de traduccion libre de células bacterianas).

Las proteinas de fusion Fc desveladas en el presente documento también pueden producirse mediante sintesis
quimica (por ejemplo, mediante los métodos descritos en Solid Phase Peptide Synthesis, 22 edicion, The Pierce
Chemical Co., Rockford, IL (1984)). También pueden producirse modificaciones de las proteinas de fusion Fc
mediante sintesis quimica.

Las proteinas de fusidon Fc desveladas en el presente documento pueden purificarse mediante métodos de
aislamiento/purificacion de proteinas generalmente conocidos en el campo de la quimica de proteinas. Los ejemplos
no limitantes incluyen la extraccion, la recristalizacion, la precipitacion de proteinas (por adicién de sal) (por ejemplo,
con sulfato de amonio o sulfato de sodio), la centrifugacion, la didlisis, la ultrafiltraciéon, la cromatografia de
adsorcion, la cromatografia de intercambio idnico, la cromatografia hidréfoba, la cromatografia en fase normal, la
cromatografia de fase inversa, la filtracion en gel, la cromatografia de exclusién molecular, la cromatografia de
afinidad, la electroforesis, la distribucién a contracorriente o cualquier combinacion de las mismas. Después de la
purificacién, los polipéptidos pueden intercambiarse en diferentes tampones y/o concentrarse mediante cualquiera
de diversos métodos conocidos en la técnica, incluyendo, pero no limitados a, la filtracion y la dialisis.

Las proteinas de fusion Fc purificadas tienen una pureza preferentemente de al menos el 85 % o preferentemente
de al menos el 95 % y mucho mas preferentemente de al menos el 98 %. Independientemente del valor numérico
exacto de pureza, la proteina de fusion Fc es suficientemente pura para su uso como producto farmacéutico.

Ejemplos de uso

En un aspecto, la solicitud proporciona proteinas de fusion Fc que son utiles como agentes de diagndstico o
terapéuticos. Las proteinas de fusion Fc utiles como agentes de diagndstico pueden marcarse con un resto
detectable. Las proteinas de fusién Fc pueden usarse para diversas aplicaciones de diagnostico. El resto detectable
puede ser uno cualquiera que sea capaz de producir, ya sea directa o indirectamente, una sefial detectable. Por
ejemplo, el resto detectable puede ser un radioisétopo, tal como H3, C14, C13, P32, S35 o 1131; un compuesto
fluorescente o quimioluminiscente, tal como isotiocianato de fluoresceina, rodamina o luciferina; o una enzima, tal
como la fosfatasa alcalina, la beta-galactosidasa o la peroxidasa de rabano picante.

Puede emplearse cualquier método conocido en la técnica para conjugar una proteina con el resto detectable,
incluyendo los métodos descritos por Hunter, et al., Nature 144:945 (1962); David et al., Biochemistry 13:1014
(1974); Pain, et al., J. Immunol. Meth. 40:219 (1981); y Nygren, J. Histochem. and Cytochem. 30:407 (1982) Los
métodos in vitro incluyen la quimica de conjugacion bien conocida en la técnica, incluyendo la quimica compatible
con proteinas, tal como la quimica para aminoacidos especificos, tales como Cys y Lys. Con el fin de enlazar un
resto detectable a una proteina Fc, se usa un grupo de enlace o un grupo reactivo. Los grupos de enlace adecuados

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2942455T3

son bien conocidos en la técnica e incluyen los grupos disulfuro, los grupos tioéter, los grupos labiles a los acidos,
los grupos fotolabiles, los grupos labiles a la peptidasa y los grupos labiles a la esterasa. Son grupos de enlace
preferidos los grupos disulfuro y los grupos tioéter, dependiendo de la aplicacion. Para los polipéptidos sin un
aminoacido Cys, puede incorporarse por ingenieria genética un Cys en una ubicacion para permitir que exista la
actividad de la proteina a la vez que se crea una ubicacion para la conjugacion.

Las proteinas de fusion Fc enlazadas con un resto detectable son utiles para la formacién de imagenes in vitro o in
vivo. El polipéptido puede enlazarse a un agente radio-opaco o un radioisétopo, administrarse a un sujeto,
preferentemente en el torrente sanguineo, y puede ensayarse la presencia y la ubicacion de la proteina marcada en
el sujeto. Esta técnica de formacion de imagenes es util, por ejemplo, en la determinacion de la fase y el tratamiento
de tumores malignos cuando la proteina de fusion Fc se une a una diana asociada al cancer. La proteina de fusion
Fc puede marcarse con cualquier resto que sea detectable en un sujeto, ya sea mediante resonancia magnética
nuclear, radiologia u otro medio de deteccidon conocido en la técnica.

Las proteinas de fusion Fc también son utiles como agentes de purificacion de afinidad. En este proceso, las
proteinas de fusién Fc se inmovilizan sobre un soporte adecuado, tal como una resina Sephadex o papel de filtro,
usando métodos bien conocidos en la técnica.

Las proteinas de fusién Fc pueden emplearse en cualquier método de ensayo conocido, tal como los ensayos de
union competitiva, los ensayos de tipo sandwich directos e indirectos y los ensayos de inmunoprecipitacion (Zola,
Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, pags. 147-158 (CRC Press, Inc., 1987)).

En ciertos aspectos, la divulgacion proporciona métodos para detectar una molécula diana en una muestra. Un
meétodo puede comprender poner en contacto la muestra con una proteina de fusién Fc que se describe en el
presente documento, en el que dicho contacto se realiza en condiciones que permitan la formacion del complejo
proteina de fusion Fc-diana; y detectar dicho complejo, detectando de este modo dicha diana en dicha muestra. La
deteccion puede realizarse usando cualquier técnica conocida en la técnica, tal como, por ejemplo, la radiografia, el
ensayo inmunolégico, la deteccidon por fluorescencia, la espectroscopia de masas o la resonancia de plasmon
superficial. La muestra a menudo sera una muestra bioldgica, tal como una biopsia y particularmente una biopsia de
un tumor o un tumor sospechoso, en la que la proteina de fusion Fc se une a una diana asociada al cancer. La
muestra puede ser de un humano u otro mamifero. La proteina de fusién Fc puede marcarse con un resto de
marcaje, tal como un resto radiactivo, un resto fluorescente, un resto cromogénico, un resto quimioluminiscente o un
resto hapteno. La proteina de fusion Fc puede inmovilizarse sobre un soporte solido.

En un aspecto, la solicitud proporciona proteinas de fusidon Fc utiles en el tratamiento de trastornos. Las
enfermedades o trastornos que pueden ser tratados seran dictados por la identidad de la proteina fusionada con el
dominio Fc. Las proteinas terapéuticas de ejemplo que pueden unirse a un dominio Fc incluyen, por ejemplo, el
interferon alfa (para el tratamiento de la hepatitis), la L-asparaginasa (para el tratamiento de la leucemia linfoblastica
aguda) o el factor estimulante de colonias de granulocitos (para el tratamiento de la neutropenia inducida por
quimioterapia contra el cancer). En ciertas realizaciones, las proteinas de fusién Fc que se describen en el presente
documento comprenden un anticuerpo o un fragmento del mismo, tal como, por ejemplo, un anticuerpo anti-TNF-alfa
(para el tratamiento de enfermedades autoinmunes tales como la artritis reumatoide o la enfermedad de Crohn). En
una realizacion de ejemplo, la proteina de fusidon Fc que se describe en el presente documento comprende un
polipéptido que comprende dominio '°Fn3, incluyendo, por ejemplo, un polipéptido que comprende un dominio "°Fn3
que se une a una diana tal como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa), la proteina 4 similar a delta (DLL4), la
interleucina 17 (IL-17), la proproteina convertasa subtilisina kexina de tipo 9 (PCSK9), el receptor de pregnano X
(PXR), el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), el receptor del factor de crecimiento similar a la
insulina 1 (IGF-1R), el receptor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR2) y la interleucina 23 (IL-23).
Pueden usarse dominios "°Fn3 que se unen a TNF-alfa para tratar trastornos autoinmunes tales como la artritis
reumatoide, la enfermedad inflamatoria intestinal, la psoriasis y el asma; pueden usarse dominios '°Fn3 que se unen
a la IL-17 para tratar el asma; pueden usarse dominios °Fn3 que se unen a DLL4, EGFR, VEGFR2 o IGF-1R para
tratar trastornos hiperproliferativos o enfermedades asociadas a la angiogénesis no deseada, tales como los
canceres o los tumores; y pueden usarse dominios '°Fn3 que se unen a PCSK9 para tratar la aterosclerosis, la
hipercolesterolemia y otras enfermedades relacionadas con el colesterol.

La solicitud también proporciona métodos para la administracion de proteinas de fusiéon Fc a un sujeto. En algunas
realizaciones, el sujeto es un ser humano. En algunas realizaciones, las proteinas de fusion Fc son
farmacéuticamente aceptables para un mamifero, en particular un ser humano. Una composicion
"farmacéuticamente aceptable" se refiere a una composicién que se administra a un animal sin consecuencias
meédicas adversas significativas. Los ejemplos de composiciones farmacéuticamente aceptables incluyen
composiciones que estan esencialmente libres de pirégenos o endotoxinas o tienen niveles de endotoxinas o
pirdgenos muy bajos.

Formulacién y Administracién

La solicitud proporciona adicionalmente composiciones farmacéuticamente aceptables que comprenden las
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proteinas de fusion Fc que se describen en el presente documento. Se preparan formulaciones terapéuticas que
comprenden proteinas de fusion Fc para su almacenamiento mezclando las proteinas descritas que tiene el grado
deseado de pureza con vehiculos, excipientes o estabilizantes fisiol6gicamente aceptables opcionales (Remington’s
Pharmaceutical Sciences 162 edicion, Osol, A. Ed. (1980)), en forma de soluciones acuosas, liofilizadas u otras
formulaciones secas. Los vehiculos, excipientes o estabilizantes aceptables no son téxicos para los receptores a las
dosis y concentraciones empleadas, e incluyen tampones tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos;
antioxidantes incluyendo el &cido ascorbico y la metionina; conservantes (tales como cloruro de
octadecildimetilbencil amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; alcohol
fendlico, 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 albumina de suero, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona;
aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y
otros carbohidratos incluyendo glucosa, manosa o dextranos; agentes quelantes tales como EDTA; azucares tales
como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones de formadores de sales tales como sodio; complejos
metalicos (por ejemplo, complejos de Zn-proteina); y/o agentes 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 trate, preferentemente aquellos con actividades complementarias que
no se afecten de forma adversa entre si. Dichas moléculas estan presentes adecuadamente en combinacion en
cantidades que son eficaces para el propésito previsto.

Las proteinas de fusién Fc también pueden atraparse en microcapsulas preparadas, por ejemplo, mediante técnicas
de coacervacién o mediante polimerizacién interfacial, por ejemplo, una microcapsula de hidroximetilcelulosa o
gelatina y una microcapsula de poli-(metilmetacrilato), respectivamente, en sistemas de liberacién de farmacos
coloidales (por ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o
en macroemulsiones. Dichas técnicas se describen en Remington's Pharmaceutical Sciences 162 edicion, Osol, A.
Ed. (1980).

Las formulaciones que se usan para la administracién in vivo deben ser estériles. Esto se consigue facilmente
mediante filtracion a través de membranas de filtracion estériles.

Pueden prepararse preparaciones de liberacion sostenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos solidos que contienen las proteinas de
armazoén a base de fibronectina que se describen en el presente documento, matrices que estan en forma de
articulos conformados, por ejemplo, peliculas o microcapsulas. Los ejemplos de matrices de liberacion sostenida
incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato) o poli(alcohol vinilico)), polilactidas
(Patente de los EE.UU. N.° 3.773.919), copolimeros de acido L-glutamico y L-glutamato de etilo, acetato de etileno-
vinilo no degradable, copolimeros degradables de acido lactico-acido glicdlico tales como LUPRON DEPOT™
(microesferas inyectables compuestas de copolimero de acido lactico-acido glicélico y acetato de leuprolida) y acido
poli-D-(-)-3-hidroxibutirico. Mientras que los polimeros tales como el acetato de etileno-vinilo y acido lactico-acido
glicdlico permiten la liberacion de moléculas durante mas de 100 dias, ciertos hidrogeles liberan proteinas durante
periodos de tiempo mas cortos. Cuando las proteinas encapsuladas permanecen en el cuerpo durante un largo
tiempo, pueden desnaturalizarse o agregarse como resultado de la exposicion a la humedad a 37 °C, dando como
resultado una pérdida de actividad bioldgica y posibles cambios en la inmunogenicidad. Pueden idearse estrategias
racionales para la estabilizacion dependiendo del mecanismo implicado. Por ejemplo, si se descubre que el
mecanismo de agregacion es la formacion de enlaces S-S intermoleculares a través del intercambio tio-disulfuro, la
estabilizaciéon puede conseguirse modificando los restos sulfhidrilo, liofilizando a partir de soluciones acidas,
controlando el contenido de humedad, usando aditivos apropiados y desarrollando composiciones de matriz de
polimero especificas.

Si bien el experto en la materia entendera que la dosificacion de cada proteina de fusion Fc dependera de la
identidad de la proteina, las dosificaciones preferidas pueden variar de aproximadamente 10 mg/metro cuadrado a
aproximadamente 2000 mg/metro cuadrado, mas preferentemente de aproximadamente 50 mg/metro cuadrado a
aproximadamente 1000 mg/metro cuadrado.

Para las aplicaciones terapéuticas, las proteinas de fusion Fc se administran a un sujeto, en una forma de
dosificacién farmacéuticamente aceptable. Pueden administrarse por via intravenosa como un bolo o por infusion
continua durante un periodo de tiempo, por via intramuscular, subcutanea, intraarticular, intrasinovial, intratecal, oral,
tépica o inhalacion. La proteina también puede administrarse por via intratumoral, peritumoral, intralesional o
perilesional, para ejercer efectos terapéuticos locales, asi como sistémicos. Los vehiculos, diluyentes y excipientes
farmacéuticamente aceptables adecuados son bien conocidos y pueden ser determinados por los expertos en la
materia segun la situacion clinica. Los ejemplos de vehiculos, diluyentes y/o excipientes adecuados incluyen: (1)
solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco, pH aproximadamente 7,4, que contiene 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 de la presente invencion pueden practicarse in vitro, in vivo o ex vivo.
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La administracion de las proteinas de fusiébn Fc y uno o mas agentes terapéuticos adicionales, ya sea
coadministrada o administrada secuencialmente, puede producirse como se ha descrito anteriormente para las
aplicaciones terapéuticas. Se entendera por el experto en la materia 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 una forma de dosificacion acuosa, en lugar de ser liofilizada, la proteina de fusiéon Fc
normalmente se formulara en 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 dosis apropiada de proteinas
de fusion Fc dependera del tipo de enfermedad que se trate, de la gravedad y del curso de la enfermedad, de si las
proteinas de fusién Fc se administran con propdsitos preventivos o terapéuticos, del curso de la terapia previa, de la
historia clinica del paciente y de la respuesta a la proteina de fusién Fc, y del criterio del médico especialista. La
proteina de fusion Fc se administra adecuadamente al paciente de una vez o durante una serie de tratamientos.

Listado de secuencias
Secuencia de "°Fn3 WT (del inglés wild type: de tipo silvestre)

VSDVPRDLEVVAATPTSLLISWDAPAVTVRYYRITYGETGGNSPVQEFTVPGSKST
ATISGLK-PGVDYTITVYAVTGRGDSPASSKPISINYRT (SEQ ID NO: 1)

Secuencia de "°Fn3 nucleo WT

EVVAAT(X)oSLLI(X),YYRITYGE (X),QEFTV(X),ATI(X).DYTITVYAV(X)ISINYRT (SEQ ID NO: 2)
EVVAATPTSLLI(X)xYYRITYGETGGNSPVQEFTV(X),ATISGLKPGVDYTITVYAV(X) ISINYRT (SEQ ID NO: 3)

MGVSDVPRDL (SEQ ID NO: 4)
VSDVPRDL (SEQ ID NO: 5)
GVSDVPRDL (SEQ ID NO: 6)
X,SDVPRDL (SEQ ID NO: 7)
X,DVPRDL (SEQ ID NO: 8)
X,VPRDL (SEQ ID NO: 9)
X,PRDL (SEQ ID NO: 10)
X»RDL (SEQ ID NO: 11)
X.DL (SEQ ID NO: 12)

EIEK (SEQ ID NO: 13)
EGSGC (SEQ ID NO: 14)
EIEKPCQ (SEQ ID NO: 15)
EIEKPSQ (SEQ ID NO: 16)
EIEKP (SEQ ID NO: 17)
EIEKPS (SEQ ID NO: 18)
EIEKPC (SEQ ID NO: 19)
EIDKPSQ (SEQ ID NO: 20)
EIDKPSQLE (SEQ ID NO: 21)

Region constante IgG1 humana
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ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR
VVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTK
NQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ
QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 22)

DKTHTCPPCPAPELLG (SEQ ID NO: 23)

EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPS (SEQ ID NO: 24; region de centro de bisagra subrayada)

EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGSS (SEQ ID NO: 25; region bisagra nucleo subrayada)

EPKSSGSTHTCPPCPAPELLGGSS (SEQ ID NO: 26; regién bisagra nucleo subrayada)

DKTHTCPPCPAPELLGGPS (SEQ ID NO: 27; region bisagra nucleo subrayada)

DKTHTCPPCPAPELLGGSS (SEQ ID NO: 28, region bisagra nucleo subrayada)

METDTLLLWVLLLWVPGSTG (SEQ ID NO: 29)
Secuencia de aminoacidos PRD460

GVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWVPPSDDYGYYRITYGETGGNSPVQEFTVPIGKGTATISGLK
PGVDYTITVYAVEFPWPHAGYYHRPISINYRTEIEPKSSGSTHTCPPCPAPELLGGSSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 30)

Regiones CH2 y CH3 de IgG 1 humana

VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS
RWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 31)

GSGSGSGSGS (SEQ ID NO: 32)
GSGSGSGSGSGS (SEQ ID NO: 33)
GSGSGSGSGSGSGSGSGSGS (SEQ ID NO: 34)
GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 35)
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 80)
GGGGSGGGGSGGGSG (SEQ ID NO: 36)

AGGGGSG (SEQ ID NO: 37)

AGGGGSGG (SEQ ID NO: 38)

GPG (SEQ ID NO: 39)

GPGPGPG (SEQ ID NO: 40)

GPGPGPGPGPG (SEQ ID NO: 41)

PAPAPA (SEQ ID NO: 42)
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PAPAPAPAPAPA (SEQ ID NO: 43)

PAPAPAPAPAPAPAPAPA (SEQ ID NO: 44)

QPDEPGGS (SEQ ID NO: 45)

ELQLEESAAEAQDGELD (SEQ ID NO: 46)

TVAAPS (SEQ ID NO: 47)

QPDEPGGSG (SEQ ID NO: 48)

ELQLEESAAEAQDGELDG (SEQ ID NO: 49)

TVAAPSG (SEQ ID NO: 50)
SCSVADWQMPPPYVVLDLPQETLEEETPGAN (SEQ ID NO: 51)
SCCVADWQMPPPYVVLDLPQETLEEETPGAN (SEQ ID NO: 52)
DWQMPPPYVVLDLPQETLEEETPGAN (SEQ ID NO: 53)
SCCVADWQMPPPYVVLDLPQETLEEETPGAN (SEQ ID NO: 54)
YLAMTPLIPQSKDENSDDYTTFDDVGS (SEQ ID NO: 55)
ELDVCVEEAEGEAPW (SEQ ID NO: 56)
ELQLEESCAEAQDGELDG (SEQ ID NO: 57)
EGEVSADEEGFEN (SEQ ID NO: 58)
KPTHVNVSVVMAEVDGTCY (SEQ ID NO: 59)
KPTHVNVSVVMAEVDGTCY (SEQ ID NO: 60)

YVTDHGPMK (SEQ ID NO: 61)

PTLYNVSLVMSDTAGTCY (SEQ ID NO: 62)
SXSVADWQMPPPYVVLDLPQETLEEETPGAN, en la que X es serina, alanina o glicina (SEQ ID NO: 63)

SXXVADWQMPPPYVVLDLPQETLEEETPGAN, en la que cada X se selecciona independientemente entre
serina, alanina o glicina (SEQ ID NO: 64)

SXXVADWQMPPPYVVLDLPQETLEEETPGAN, en la que cada X se selecciona independientemente entre
serina, alanina o glicina (SEQ ID NO: 65)

ELDVXVEEAEGEAPW, en la que X es serina, alanina o glicina (SEQ ID NO: 66)
ELQLEESXAEAQDGELDG, en la que X es serina, alanina o glicina (SEQ ID NO: 67)
KPTHVNVSVVMAEVDGTXY, en la que X es serina, alanina o glicina (SEQ ID NO: 68)
KPTHVNVSVVMAEVDGTXY, en la que X es serina, alanina o glicina (SEQ ID NO: 69)
PTLYNVSLVMSDTAGTXY, en la que X es serina, alanina o glicina (SEQ ID NO: 70)
PSTSTST (SEQ ID NO: 71)

Secuencia de aminoacidos ATI-1174

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWVPPSDDYGYYRITYGETGGNSPVQEFTVPIGKGTA
TISGLKPGVDYTITVYAVEFPWPHAGYYHRPISINYRTEIEKPCQ (SEQ ID NO: 72)
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Secuencia de acidos nucleicos ATI-1174

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGACCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCACCAG
CCTGCTGATCAGCTGGGTCCCGCCTTCAGATGATTACGGTTATTACCGCATCACTTA
CGGCGAAACAGGAGGCAATAGCCCTGTCCAGGAGTTCACTGTGCCTATTGGTAAAG
GAACAGCTACCATCAGCGGCCTTAAACCTGGCGTTGATTATACCATCACTGTGTATG
CTGTCGAGTTTCCGTGGCCACATGCTGGTTACTATCATCGGCCAATTTCCATTAATT
ACCGCACAGAAATTGAGAAACCATGCCAGTG (SEQ ID NO: 73)

Secuencia de aminoacidos ATI-1081

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWVPPSDDYGYYRITYGETGGNSPVQEFTVPIGKGTA
TISGLKPGVDYTITVYAVEFPWPHAGY YHRPISINYRTEIDKPSQ (SEQ ID NO: 74)

Secuencia de acidos nucleicos ATI-1081

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGACCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCACCAG
CCTGCTGATCAGCTGGGTCCCGCCTTCAGATGATTACGGTTATTACCGCATCACTTA
CGGCGAAACAGGAGGCAATAGCCCTGTCCAGGAGTTCACTGTGCCTATTGGTAAAG
GAACAGCTACCATCAGCGGCCTTAAACCTGGCGTTGATTATACCATCACTGTGTATG
CTGTCGAGTTTCCGTGGCCACATGCTGGTTACTATCATCGGCCAATTTCCATTAATT
ACCGCACAGAAATTGACAAACCATCCCAGCACCATCACCACCACCAC (SEQ ID NO:
75)

Secuencia de aminoacidos ATI-1114

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWVPPSDDYGY YRITYGETGGNSPVQEFTVPIGKGTA
TISGLKPGVDYTITVYAVEFPWPHAGY YHRPISINYRTGSGC (SEQ ID NO: 76)

Secuencia de acidos nucleicos ATI-1114

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGACCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCACCAG
CCTGCTGATCAGCTGGGTCCCGCCTTCAGATGATTACGGTTATTACCGCATCACTTA
CGGCGAAACAGGAGGCAATAGCCCTGTCCAGGAGTTCACTGTGCCTATTGGTAAAG
GAACAGCTACCATCAGCGGCCTTAAACCTGGCGTTGATTATACCATCACTGTGTATG
CTGTCGAGTTTCCGTGGCCACATGCTGGTTACTATCATCGGCCAATTTCCATTAATT
ACCGCACAGGTAGCGGTTGCCACCATCACCACCATCAC (SEQ ID NO: 77)

Secuencia de aminoacidos ATI-972

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWPPPSHGYGYYRITYGETGGNSPVQEFTVPPGKGTA
TISGLKPGVDYTITVYAVEYPYKHSGYYHRPISINYRTEIDKPCQ (SEQ ID NO: 78)

Secuencia de acidos nucleicos ATI-972

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGACCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCACCAG
CCTGCTGATCAGCTGGCCGCCGCCGTCTCATGGTTACGGTTATTACCGCATCACTTA
CGGCGAAACAGGAGGCAATAGCCCTGTCCAGGAGTTCACTGTGCCGCCTGGTAAAG
GTACAGCTACCATCAGCGGCCTTAAACCTGGCGTTGATTATACCATCACTGTGTATG
CTGTCGAATACCCGTACAAACATTCTGGTTACTACCATCGTCCAATTTCCATTAATT
ACCGCACAGAAATTGACAAACCATGCCAGCACCATCACCACCACCAC (SEQ ID NO:
79)

QPDEP (SEQ ID NO: 81)
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PVPPPPP (SEQ ID NO: 82)
EDEDEDEDEDE (SEQ ID NO: 83)
DLPQETLEEETPGA (SEQ ID NO: 84)
VPSTPPTPSPST (SEQ ID NO: 85)
ELQLEESAAEAQEGELE (SEQ ID NO: 86)
ESPKAQASSVPTAQPQAE (SEQ ID NO: 87)

PAVPPP (SEQ ID NO: 88)

EPKSSDKTHTCPPCP (SEQ ID NO: 89)
VPSTPPTPSPSTG (SEQ ID NO: 90)
VPSTPPTPSPSTPPTPSPSG (SEQ ID NO: 91)
GRGGEEKKKEKEKEEG (SEQ ID NO: 92)
GRGGEEKKKEKEKEEQEERETKTPG (SEQ ID NO: 93)
ESPKAQASSG (SEQ ID NO: 94)
ESPKAQASSVPTAQPQAEG (SEQ ID NO: 95)
SVEEKKKEKEKEEQEERETKTPG (SEQ ID NO: 96)
PSVEEKKKEKEKEEQEERETKTPG (SEQ ID NO: 97)
GSVEEKKKEKEKEEQEERETKTPG (SEQ ID NO: 98)

Fc4

EPRSSDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 99)

Fc5

EPKSSDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 100)

Fc6

EPKSSDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPG (SEQ
ID NO: 101)

Fc7
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EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYQSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY

KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 102)

Fc8

EPRSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
[EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 103)

Fc9

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID
NO: 104)

Fc10

EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
[EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 105)

Fc11

EPKSSDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
[EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 106)

Fc12

EPKSSDKTHTSPPSPAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIE

KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK

TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ
ID NO: 107)

Fc13
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EPKSSDKTHTSPPSPAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIE

KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK

TTPPVLDSDGSFFLGSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ
ID NO: 108)

Fc14

EPKSSDKTHTSPPSPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLGSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ
ID NO: 109)

Fc15

ESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVKFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK (SEQ ID
NO: 110)

Fc16

EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
[EKTISKAKGQPREPQVY TLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK
(SEQ ID NO: 111)

Fc17

EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLAPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 112)

Fc18

EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNAYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 113)

Fc19

EPKSSDKTHTCPPCPAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYQSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 114)
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Fc21

EPKSSDKTHTSPPSPAPEAEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFALGSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 115)

Fc22

EPKSSDKTHTSPPSPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFALGSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 116)

Fc23

EPKSSDKTHTCPPCPAPEAGGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAS

[EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNY
KTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 117)

mFc1

EPRGPTIKPCPPCKCPAPNLLGGPSVFIFPPKIKDVLMISLSPIVTCVVVDVSEDDPDVQIS
WFVNNVEVHTAQTQTHREDYNSTLRVVSALPIQHQDWMSGKEFKCK VNNKDLPAPIE
RTISKPKGSVRAPQVY VLPPPEEEMTKKQVTLTCMVTDFMPEDIY VEWTNNGKTELNY
KNTEPVLDSDGSYFMYSKLRVEKKNWVERNSYSCSVVHEGLHNHHTTKSFSRTPGK
(SEQ ID NO: 118)

mFc3

EPRVPITQNPCPPLKECPPCAAPDLLGGPSVFIFPPKIKDVLMISLSPMVTCVVVDVSEDD
PDVQISWFVNNVEVHTAQTQTHREDYNSTLRVVSALPIQHQDWMSGKEFKCKVNNRA
LPSPIEKTISKPRGPVRAPQVY VLPPPAEEMTKKEFSLTCMITGFLPAEIAVDWTSNGRTE
QNYKNTATVLDSDGSYFMYSKLRVQKSTWERGSLFACSVVHEGLHNHLTTKTISRSLG
K (SEQ ID NO: 119)

mFc2

EPRSPTIKPCPPCKCPAPNLEGGPSVFIFPPKIKDVLMISLSPIVTCVVVDVSEDDPDVQIS
WFVNNVEVHTAQTQTHREDYNSTLRVVSALPIQHQDWMSGKAFACAVNNKDLPAPIE
RTISKPKGSVRAPQVYVLPPPEEEMTKKQVTLTCMVTDFMPEDIY VEWTNNGKTELNY
KNTEPVLDSDGSYFMYSKLRVEKKNWVERNSYSCSVVHEGLHNHHTTKSFSRTPGK
(SEQ ID NO: 120)

mFc4
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EPRSPITQNPCPPLKECPPCAAPDLEGGPSVFIFPPKIKDVLMISLSPMVTCVVVDVSEDD
PDVQISWFVNNVEVHTAQTQTHREDYNSTLRVVSALPIQHQDWMSGKAFACAVNNRA
LPSPIEKTISKPRGPVRAPQVYVLPPPAEEMTKKEFSLTCMITGFLPAEIAVDWTSNGRTE
QNYKNTATVLDSDGSYFMYSKLRVQKSTWERGSLFACSVVHEGLHNHLTTKTISRSLG
K (SEQ ID NO: 121)

PRD289

GVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWRPPIHAYGYYRITYGETGGNSPVQEFTVPIVEGTATIS
GLKPGVDYTITVYAVEYTFKHSGYYHRPISINYRTEIEPKSSGSTHTCPPCPAPELLGGSS

VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS

RWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO: 122)

PRD292

EPKSSGSTHTCPPCPAPELLGGSSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGAGGG

GSGGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWRPPIHAYGYYRITYGETGGNSPVQEFTVPIVEGT

ATISGLKPGVDYTITVYAVEYTFKHSGY YHRPISINYRTEI (SEQ ID NO: 123)

PRD290

GVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSPPANGYGY YRITYGETGGNSPVQEFTVPVGRGTATI
SGLKPGVDYTITVYAVEYTYKGSGYYHRPISINYRTEIEPKSSGSTHTCPPCPAPELLGGS
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQY

NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSR
DELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK
SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO: 124)

PRD293

EPKSSGSTHTCPPCPAPELLGGSSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGAGGG
GSGGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSPPANGYGYYRITYGETGGNSPVQEFTVPVGRG
TATISGLKPGVDYTITVYAVEYTYKGSGYYHRPISINYRTEI (SEQ ID NO: 125)

PRD713

GVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWGHYPLHVRYYRITYGETGGNSPVQEFTVPPRSHTATI
SGLKPGVDYTITVYAVTYYAQENYKEIPISINYRTEIEPKSSGSTHTCPPCPAPELLGGSSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDE
LTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 126)

PRD239
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EPKSSGSTHTCPPCPAPELLGGSSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGAGGG

GSGGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWGHYPLHVRYYRITYGETGGNSPVQEFTVPPRSH

TATISGLKPGVDYTITVYAVTYYAQENYKEIPISINYRTEAS (SEQ ID NO: 127)

C7FL-Fc (PRD1309)

GSVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWRHPHFPTRYYRITYGETGGNSPVQEFTVPLQPPTATI
SGLKPGVDYTITVYAVTDGRNGRLLSIPISINYRTEIEPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGSSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDE
LTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 128)

C7FL-Fc (PRD1308)

GSVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWRHPHFPTRYYRITY GETGGNSPVQEFTVPLQPPTATI
SGLKPGVDYTITVYAVTDGRNGRLLSIPISINYRTEIEPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS

TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDE
LTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 129)

Ejemplos

La invencién que ahora se describe en general se entendera mas facilmente por referencia a los siguientes ejemplos
que se incluyen meramente con fines ilustrativos de ciertos aspectos y realizaciones de la presente invencion, y no
pretenden limitar la invencion de ningin modo.

Ejemplo 1: Clones de Adnectina anti-PCSK9

Se identificaron dominios '°Fn3 que se unian con afinidad a PCSK9 utilizando el método ProFusion. Véase, por
ejemplo, el documento WO02/032925.

ATI-1174 es una Adnectina pegilada anti-PCSK9 que tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:
MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWVPPSDDYGYYRITYGETGGNSPVQEFTVPIGKGTA
TISGLKPGVDYTITVYAVEFPWPHAGY YHRPISINYRTEIEKPCQ (SEQ ID NO: 72).
ATI-1174 esta codificada por la siguiente secuencia de nucleétidos:
ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGACCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCA
CCAGCCTGCTGATCAGCTGGGTCCCGCCTTCAGATGATTACGGTTATTACCGCATCA
CTTACGGCGAAACAGGAGGCAATAGCCCTGTCCAGGAGTTCACTGTGCCTATTGGT
AAAGGAACAGCTACCATCAGCGGCCTTAAACCTGGCGTTGATTATACCATCACTGT
GTATGCTGTCGAGTTTCCGTGGCCACATGCTGGTTACTATCATCGGCCAATTTCCAT
TAATTACCGCACAGAAATTGAGAAACCATGCCAGTG (SEQ ID NO: 73).

ATI-1081 es una Adnectina anti-PCSK9 que tiene la siguiente secuencia de aminoacidos y un marcador 6x His:
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MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWVPPSDDYGYYRITYGETGGNSPVQEFTVPIG
KGTATISGLKPGVDYTITVYAVEFPWPHAGY YHRPISINYRTEIDKPSQ (SEQ ID NO: 74).

ATI-1081 esta codificada por la siguiente secuencia de nucleétidos:

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGACCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCA
CCAGCCTGCTGATCAGCTGGGTCCCGCCTTCAGATGATTACGGTTATTACCGCATCA
CTTACGGCGAAACAGGAGGCAATAGCCCTGTCCAGGAGTTCACTGTGCCTATTGGT
AAAGGAACAGCTACCATCAGCGGCCTTAAACCTGGCGTTGATTATACCATCACTGT
GTATGCTGTCGAGTTTCCGTGGCCACATGCTGGTTACTATCATCGGCCAATTTCCAT
TAATTACCGCACAGAAATTGACAAACCATCCCAGCACCATCACCACCACCAC (SEQ
ID NO: 75).

ATI-1114 es una adnectina anti-PCSK9 pegilada que es un derivado de ATI-1081 que tiene una secuencia de la cola
C-terminal diferente y un marcador 6x His:

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWVPPSDDYGYYRITYGETGGNSPVQEFTVPIG
KGTATISGLKPGVDYTITVYAVEFPWPHAGY YHRPISINYRTGSGC (SEQ ID NO: 76).
ATI-1114 esta codificada por la siguiente secuencia de nucleétidos:
ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGACCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCA
CCAGCCTGCTGATCAGCTGGGTCCCGCCTTCAGATGATTACGGTTATTACCGCATCA
CTTACGGCGAAACAGGAGGCAATAGCCCTGTCCAGGAGTTCACTGTGCCTATTGGT
AAAGGAACAGCTACCATCAGCGGCCTTAAACCTGGCGTTGATTATACCATCACTGT

GTATGCTGTCGAGTTTCCGTGGCCACATGCTGGTTACTATCATCGGCCAATTTCCAT
TAATTACCGCACAGGTAGCGGTTGCCACCATCACCACCATCAC (SEQ ID NO: 77).

ATI-972 es una adnectina anti-PCSK9 biotinilada con extremo C de 6-histidina y biotinilacién en la cisteina, y que
tiene la siguiente secuencia:

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWPPPSHGYGYYRITYGETGGNSPVQEFTVPPG
KGTATISGLKPGVDYTITVYAVEYPYKHSGYYHRPISINYRTEIDKPCQ (SEQ ID NO: 78).

ATI-972 esta codificada por la siguiente secuencia de nucledtidos:

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGACCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCA
CCAGCCTGCTGATCAGCTGGCCGCCGCCGTCTCATGGTTACGGTTATTACCGCATCA
CTTACGGCGAAACAGGAGGCAATAGCCCTGTCCAGGAGTTCACTGTGCCGCCTGGT
AAAGGTACAGCTACCATCAGCGGCCTTAAACCTGGCGTTGATTATACCATCACTGTG
TATGCTGTCGAATACCCGTACAAACATTCTGGTTACTACCATCGTCCAATTTCCATT
AATTACCGCACAGAAATTGACAAACCATGCCAGCACCATCACCACCACCAC (SEQ
ID NO: 79).
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PRD460 es una proteina de fusion Adnectina-Fc anti-PCSK9 que tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:
GVSDVPRDLEWAATPTSLLISWVPPSDDYGYYRITYGETGGNSPVQEFTVPIGKGTATISGLK
PGVDYTITVYAVEFPWPHAGYYHRPISINYRTEIEPKSSGSTHTCPPCPAPELLGGSSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ GNVFSCSVMHEALHN-
HYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 30). El dominio '°Fn3 que se une a PCSK9 se muestra en cursiva; la secuencia
bisagra esta subrayada; y las regiones CH2 y CH3 que se muestran en texto normal derivan de 1gG1.

Los adnectinas anti-PCSK9 pueden expresarse en E. coli con una metionina N-terminal o en células de mamifero
con la siguiente secuencia lider: METDTLLLWVLLLWVPGSTG (SEQ ID NO: 29).

Ejemplo 2: Produccion y purificacion de proteinas
Expresion y purificacion a media escala de proteinas de union de armazoén a base de fibronectina insolubles

Para la expresion de clones insolubles, el clon o clones, seguido del HISsmarcador, se clonan en un vector pET9d
(EMD Bioscience, San Diego, CA) y se expresan en células de E. coli HMS174. Se usan veinte ml de un cultivo de
inéculo (generado a partir de una sola colonia sembrada en placa) para inocular 1 litro de medio LB que contiene
50 ug/ml de carbenicilina y 34 ug/ml de cloramfenicol. El cultivo se cultiva a 37 °C hasta Asoo 0,6-1,0. Después de la
induccion con isopropil-B-tiogalactésido (IPTG) 1 mM el cultivo se cultiva durante 4 horas a 30 °C y se recoge por
centrifugacion durante 30 minutos a = 10.000g a 4 °C. Los sedimentos de células se congelan a -80 °C. El
sedimento de células se resuspende en 25 ml de tampén de lisis (NaH2PO4 20 mM, NaCl 0,5 M, 1x coéctel de
inhibidor de proteasa completo-libre de EDTA (Roche), PMSF 1 mM, pH 7,4) usando un homogeneizador Ultra-
Turrax (IKA Works) sobre hielo. La lisis celular se consigue mediante homogenizacién a alta presion (> 18.000 psi
(124,07 MPa)) usando un MICROFLUIDIZER® modelo M-110S (Microfluidics). La fraccion insoluble se separa por
centrifugacion durante 30 minutos a 23.300 g a 4 °C. El sedimento insoluble recuperado de la centrifugacion del
lisado se lava con fosfato de sodio 20 mM/NaCl 500 mM, pH 7,4. El sedimento se resolubiliza en clorhidrato de
guanidina 6,0 M en fosfato de sodio 20 mM/NaCl 500 mM pH 7,4 con ultrasonidos seguido de incubacion a 37
grados durante 1-2 horas. El sedimento resolubilizado se filtra a 0,45 um y se carga en una columna Histrap
equilibrada con el tampén fosfato de sodio 20 mM/NaCl 500 mM/guanidina 6,0 M pH 7,4. Después de la carga, la
columna se lava durante 25 VC adicionales con el mismo tampon. La proteina unida se eluyé con imidazol 50 mM en
20 mM/NaCl 500 mM/guan-HCI 6,0 M pH 7,4. La proteina purificada se repliega por dialisis frente a acetato de sodio
50 mM/NaCl 150 mM pH 4,5.

Expresion y purificacion a media escala de proteinas de union de armazoén a base de fibronectina solubles

Para la expresion de clones solubles, el clon o clones, seguido del HISgmarcador, se clonaron en un vector pET9d
(EMD Bioscience, San Diego, CA) y se expresaron en células de E. coli HMS174. Se usaron veinte ml de un cultivo
de in6culo (generado a partir de una sola colonia sembrada en placa) para inocular 1 litro de medio LB que contenia
50 ug/ml de carbenicilina y 34 ug/ml de cloramfenicol. El cultivo se cultivé a 37 °C hasta Aseo 0,6-1,0. Después de la
induccion con isopropil-p-tiogalactésido (IPTG) 1 mM el cultivo se cultivd durante 4 horas a 30 °C y se recogié por
centrifugacion durante 30 minutos a = 10.000 g a 4 °C. Los sedimentos de células se congelaron a -80 °C. El
sedimento de células se resuspendié en 25 ml de tampodn de lisis (NaH2PO4 20 mM, NaCl 0,5 M, 1x coéctel de
inhibidor de proteasa completo-libre de EDTA (Roche), PMSF 1 mM, pH 7,4) usando un homogeneizador Ultra-
Turrax (IKA Works) sobre hielo. La lisis celular se consiguid mediante homogenizacion a alta presién (> 18.000 psi
(124,07 MPa)) usando un MICROFLUIDIZER® modelo M-110S (Microfluidics). La fraccidon soluble se separd por
centrifugacion durante 30 minutos a 23.300 g a 4 °C. El sobrenadante se clarifico a través de un filtro de 0,45 um. El
lisado clarificado se cargd en una columna Histrap (GE) pre-equilibrada con el fosfato de sodio 20 mM/NaCl 500 mM
pH 7,4. Después, la columna se lavo con 25 volumenes de columna del mismo tampodn, seguido de 20 volumenes de
columna de fosfato de sodio 20 mM/NaCl 500 mM/imidazol 25 mM, pH 7,4 y después 35 volumenes de columna de
fosfato de sodio 20 mM/NaCl 500 mM/imidazol 40 mM, pH 7,4. La proteina se eluy6 con 15 volumenes de columna
de fosfato de sodio 20 mM/NaCl 500 mM/imidazol 500 mM, pH 7,4, las fracciones se combinaron basandose en la
absorbancia a Agso y se dializaron frente a PBS 1x, Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 8,5 o NaOAc 50 mM; NaCl
150 mM; pH 4,5. Cualquier precipitado se retird por filtracion a 0,22 ym.

Las fusiones de Fc pueden realizarse en células de mamifero o en E. coli.

Ejemplo 3: Ko de PRD460 por RPS

Un vector que codificaba PRD460 se transfecté en células HEK-293 6E usando polietilenimina (PEI). Las células se
cultivaron a 37 °C durante 5 dias con una humidificacion del 80 % y un 5% de CO,. Después, las células se
sedimentaron, el sobrenadante se hizo pasar a través de un filtro de 0,22 um y después se cargaron en una columna

de Proteina A. La columna se lavo con PBS y la proteina se eluydé con glicina 20 mM, NaCl 150 mM pH 2,8. La
proteina eluida se concentré y se hizo pasar por una columna Superdex200 en MES 50 mM, NaCl 100 mM pH 5,8.
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Las caracteristicas de union se caracterizaron por Resonancia de plasmon superficial (RPS). Se inmovilizd
anticuerpo anti-humano sobre un chip Biacore y se captur6 PRD460 en la superficie del chip. Se colocaron
concentraciones variables de hPCSK9 en la solucion de flujo utilizando MgCI2 (3 M) para la regeneracién del chip
entre ciclos. Para la comparacion, se capturd ATI-1081 en un anticuerpo anti-His inmovilizado en un chip de Biacore.
Se realizaron experimentos por duplicado para PRD460 en diferentes dias. Se realizaron determinaciones cinéticas
a 25 °C. La evaluacion de los parametros cinéticos se realizé utilizando el algoritmo de unién 1:1 en el software de
evaluacion Biacore.

En estas condiciones, ATI-1081 se unié a PCSK9 humano con una constante de disociacion (Kp) de 6,7 nM a 25 °C
y PRD460 se unié a PCSK9 humano con una constante de disociacion (Kp) de 3,29 +/- 0,55 nM a 25 °C, lo que
indica una afinidad de union equivalente de las versiones con formato Fc y no Fc de ATI1081 (Tabla 1). Las
determinaciones de velocidad de disociacion usando este formato de ensayo pueden estar limitadas artificialmente
por la velocidad de disociacion del ligando capturado del anticuerpo de captura inmovilizado, por tanto, el formato de
ensayo usando la inmovilizacion directa de PCSK9 es un reflejo mas exacto de la constante de disociacion (Kp) de
ATI-1081.

Tabla 1
Parametros cinéticos para PRD460 y ATI-1081 contra PCSK9 humano capturado
ka (1/Ms) kd (1/s) KD (nM)
PRD460 3,75 +/- 0,7 E+04{1,21 +/- 0,05 E-0413,29 +/- 0,55
ATI-1081 3,65 E+04 2,45 E-04 6,7

Ejemplo 4: Ensayos por TERF de uniéon a PCSK9

Se usaron dos ensayos basados en la Transferencia de Energia por Resonancia de Fluorescencia (TERF) para
determinar la potencia de union competitiva de PRD460 y otras adnectinas a hPCSK9. El ensayo por TERF de
PCSK9:EGFA mide la union de PCSK9 al LDLR, usando un péptido de dominio A d homologia con el precursor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFA) soluble y PCSK9 humano recombinante. El ensayo por TERF de
PCSK9:ATI972 mide el desplazamiento competitivo por las adnectinas de la adnectina biotinilada, ATI-972, desde
PCSKO.

En el ensayo por TERF de PCSK9:EGFA (a PCSK9 5 nM), PRD460 desplazé por completo y de forma potente el
EGFA desde el sitio de union a PCSK9 con una CE50 = 0,7 nM (Fig. 1, panel izquierdo). EI PRD460 fue mas potente
en este ensayo que ATI-1174 (CE50 = 1,9 nM) o ATI-1081 (CE50 = 3,7 nM) (Fig. 1). La mayor potencia aparente de
PRD460 en este ensayo puede explicarse por la union bivalente (2:1) de la adnectina PRD460 a PCSK9
(tedricamente) en comparacioén con la unién monovalente (1:1) por ATI-1081 y ATI-1174.

Utilizando el ensayo por TERF de PCSK9:ATI-972 (a humana PCSK9 5 nM), PRD460 inhibié con una CE50 =
0,3 nM, en comparacion con 0,8 nM para ATI-1114 y 2,8 nM para ATI-1081 (Fig. 2). Estos hallazgos indican que
PRD460 desplazd de forma potente la adnectina biotinilada ATI-972 de su sitio de unién en PCSK9. La mayor
potencia de PRD460 respecto a ATI-1081 y ATI-1174 es coherente con la union bivalente por PRD460.

Ejemplo 5: Inhibicion del agotamiento de LDLR inducido por PCSK9 en células HepG2

El PCSK9 humano promueve el agotamiento de LDLR de la superficie de las células HepG2. La preincubacion de
PCSK9 con adnectinas PCSK9 inhibe la union de PCSK9 a LDLR y evita el agotamiento de LDLR de la superficie
celular. Este ensayo se utilizé para medir la potencia de ATI-1081, ATI-1174 y PRD460 para inhibir el agotamiento
de LDLR inducido por PCSK9 de la superficie celular.

Una serie de diluciones de adnectinas PCSK9 se preincubaron con PCSK9 humano 10 nM durante 1 hora a 37
grados, se afadié la mezcla preincubada a las células HepG2 y las células se incubaron durante 24 horas. Después
de esta incubacion, el nivel de LDLR en las células HepG2 se midi6é usando andlisis de FACS (separacion de células
activadas por fluorescencia). El porcentaje de inhibicion del agotamiento de LDLR inducido por PCSK9 se calculé y
se representd graficamente (Fig. 2). En este ensayo ATI-1081, ATI-1174 y PRD460 inhibieron PCSK9 con CE50
comparables (9 nM, 8 nM y 6 nM, respectivamente), aunque se observo consistentemente un desplazamiento de la
curva de respuesta hacia la izquierda para PRD460. Estas CE50 representan el limite del ensayo.

Este ensayo también se us6 para determinar la importancia de la orientacion de Fc sobre la actividad biolégica de
las proteinas de fusion Fc-'°Fn3. Con este fin, se evalu6 la capacidad de 1784F03 (sin Fc), 1784F03-Fc (orientacion
X-Fc, en el que X es el dominio '°Fn3) y Fc-1784F03 (orientacion Fc-X) para inhibir el agotamiento de LDLR inducido
por PCSK9 de la superficie de la célula. Se evalu6 también la capacidad de 1813E02 (sin Fc), 1813E02-Fc
(orientacion X-Fc) y Fc-1813E02 (orientacion Fc-X) para inhibir el agotamiento de LDLR inducido por PCSK9 en la
superficie celular.
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Se prepard una serie de diluciones y se preincubaron como anteriormente con PCSK9 humano 10 nM durante 1
hora a 37 grados y después se afiadi6 a las células HepG2 y las células se incubaron durante 24 horas. Después de
esta incubacion, el nivel de LDLR en las células HepG2 se midié usando analisis de FACS. El porcentaje de
inhibicion del agotamiento de LDLR inducido por PCSK9 se calculd y se representd graficamente (Figs. 16 a 17 y
Tablas 17-18). En este ensayo, 1784F03, 1784F03-Fc, 1813E02 y 1813E02-Fc inhibieron PCSK9 con CI50
comparables (13 nM, 9nM, 10 nM y 4 nM, respectivamente), mientras que Fc-1784F03 y Fc- 1813E02 tenian
significativamente mayor de CI50 (47 nM y 37 nM, respectivamente). Por tanto, estos resultados indican que la
orientacién X-Fc puede ser importante para dominios los '°Fn3 de PCSK9 para conservar su actividad biologica
cuando se fusiona a un resto Fc.

Tabla 17 - Sumario de la inhibiciéon del agotamiento de HepG2 por 1784F03, 1784F03-Fc y Fc-1784F03

1784F03 1784F03-Fc (PRD 289)Fc-1784F03 (PRD 292)
CI50 [13,24 9,150 47,77
R? 0,9934 0,9871 0,9879

Tabla 18 - Sumario de la inhibicién del agotamiento de HepG2 por 1813E02, 1813E02-Fc y Fc-1813E02

1813-E02 1813E02-Fc PRD 290 |Fc-1813E02 PRD 293
CI50 |10,55 4,201 37,78
R? 0,9961 0,9871 0,9745

Ejemplo 6: Ensayo de entrada en la célula de PCSK9 en células HepG2

La union de PCSK9 al LDLR en la superficie de los hepatocitos da como resultado la cointernalizacién del complejo
LDLR-PCSK9 durante la endocitosis del LDLR, conduciendo a la degradacion potenciada del LDLR. Se desarrollo
un ensayo basado en células para medir la entrada en la célula dependiente de LDLR de PCSKO9 fluorescente. Se
marcé covalentemente PCSK9 humano con el fluoréforo Alexa Fluor-647 (AF647). EL PCSK9-AF647 se incubd con
las células HepG2 con o sin PCSK9-adnectinas y la fluorescencia intracelular se cuantific6 mediante microscopia de
fluorescencia de alto contenido y analisis de imagenes (Cellomics). La dependencia de la entrada en la célula de
PCSK9-AF647 sobre la endocitosis del LDLR se establecid en experimentos preliminares. Se incubaron células
HepG2 con PCSK9-AF647 10 nM y niveles variables de adnectinas durante 4 horas a 37 grados. En este ensayo, se
observo una potente inhibicién de la fluorescencia intracelular de PCSK9-AF647 para PRD460 (CE50 = 6 nM), asi
como para ATI-1174 (CE50 = 10 nM) (Fig. 3). Estos hallazgos indican que la adnectina PRD460 y ATI-1174
bloguearon con eficacia y de manera equivalente la unién de PCSK9 al LDLR de la superficie celular en una estirpe
celular hepatica de origen humano en cultivo, reduciendo de este modo la internalizacion de PCSK9-AF647 durante
la endocitosis del LDLR.

Ejemplo 7: Estudio de ratones transgénicos in vivo

Se realizaron estudios in vivo en el modelo de ratén transgénico de hPCSK9 gendmico de linea 66 desarrollado en
BMS. Esta linea expresa niveles fisiolégicos de hPCSK9 (~ 1-5 nM). Se predice que la union de adnectinas a PCSK9
en el plasma da como resultado una disminucion en la cantidad medida de PCSK9 circulante no unido (libre). La
disminuciéon de PCSK9 no unido es el acontecimiento farmacodinamico inicial que da como resultado la inhibicion de
la interaccion PCSK9-LDLR vy el descenso del colesterol LDL. La administracién de dosis Unicas de PRD460 (dosis
i.p. de 0,6 a 18 mg/kg) a los ratones transgénicos dio como resultado disminuciones rapidas y fuertes de los niveles
de hPCSK9 no unido en plasma (Fig. 4). Las disminuciones dependientes de la dosis en el PCSK9 no unido se
observaron con DE50 < 0,6 mg/kg en el punto temporal de 3 h. Estos hallazgos en el modelo en raton transgénico
de PCSK9 humano expresador normal demuestran que PRD460 se une fuertemente y de forma potente al hPCSK9
circulante in vivo.

Ejemplo 8: Farmacodinamica in vivo en macacos

Se evaluaron los efectos farmacodinamicos de PCSK9 adnectina PRD460 en macacos delgados. Se administré
PRD460 a los monos por dosificacion por via i.v. a 15 mg/kg y se recogieron muestras de plasma a intervalos de
tiempo de mas de 4 semanas para el ensayo de los niveles de LDL-C y de PCSKO libre. Una sola dosis de PRD460
bajo rapidamente los niveles plasmaticos de LDL-C en los monos, alcanzando un efecto maximo promedio del 42 %
del valor basal de LDL-C (reduccion del 58 %, n = 3 monos) el dia 3 después de la dosis (Fig. 5). Los niveles de
LDL-C se redujeron en un 50 % o mas durante una semana a esta dosis, permaneciendo significativamente por
debajo del valor basal durante 3 semanas y volviendo al valor basal a las 4 semanas. El colesterol total mostré un
patron similar pero no se observé efecto sobre el HDL (no se muestra). El tratamiento con PRD460 provocéd una
caida inmediata a casi cero (por debajo del limite inferior de cuantificacion) de la forma no unida, libre, de PCSK9
plasmatico (Fig. 5). Los niveles de PCSK9 libre permanecieron cercanos a los limites de deteccidon mas bajos
durante varios dias y después volvieron gradualmente a los niveles basales para el final de las 4 semanas, en
coherencia con una relacion de causal/efecto con el LDL-C plasmatico. Los datos indican que el descenso del LDL
plasmatico reflejo la caida en los niveles de PCSKQ libre, en coherencia con la inhibicion de PCSK9 que regula la
funcion del LDLR después del tratamiento con PRD460 in vivo. El analisis farmacocinético revel6 que la semivida
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plasmatica de PRD460 adnectina fue de aproximadamente 70 horas en este estudio en macacos. Estos hallazgos
indican que una proteina de fusion PCSK9 adnectina-Fc es altamente eficaz y de accion rapida con efectos
robustos, especificos y duraderos sobre el descenso del colesterol LDL-C en el modelo de macaco.

Ejemplo 9. Propiedades farmacocinéticas de las proteinas de fusién Fc-'°Fn3

Se evaluaron las propiedades farmacocinéticas de las proteinas de fusion Fc-'°Fn3 en ratones y macacos. Los
resultados de estos experimentos se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2 - Sumario de las propiedades farmacocinéticas de la fusion de diversos Fc-'°Fn3 a varias proteinas
diferentes en ratones y macacos

1D t12 en raton (horas) t12 en macaco (horas)
PRD460 96 74-78
PRD461 67 nd
PRD239 61 nd
PRD713 66 nd
68 (IV) 188 (IV)
Adn-1 57 (SC) 335 (SC)*
30 (IV) ND
Adn-4 25 (SC) ND
65 (IV) ND
Adn-5 65 (SC) ND
Adn-8 64 ND
Adn-2 ND 51-67
Adn-3 73 84-90
Adn-9 28-30 ND
Adn-6 83 ND
Adn-7 126 ND
C7FLFc 23 47
* la t12 no pudo determinarse con precision.

Disenos de estudio in vivo en mono

Para determinar la FC de diversas proteinas de fusion Fc-"°Fn3 en monos, a los monos se les administraron 0,5-
15 mg/kg ya sea por via IV o SC con la proteina de fusion de interés y se recogieron muestras de suero o plasma en
puntos temporales especificos en el transcurso de 4 semanas. Se recogieron muestras y se procesaron en K2EDTA
0 SST para el plasma o el suero, respectivamente y se almacenaron a -80 °C hasta el analisis.

Método ELISA/ECLA

En la mayoria de los casos, se desarrollaron ensayos ELISA o ECLA para determinar la concentraciéon plasmatica de
fusiones Fc-'°Fn3 en plasma de raton o mono. En general, se usaron ya sea diana biotinilada, fusion diana-Fc o
anticuerpos anti-idiotipicos para capturar las fusiones FC-'°Fn3 en plasma o suero. La deteccién se consiguid a
través de un anticuerpo anti-hu-Fc acoplado a HRP o a un sulfo-marcador o anticuerpos que se unen a las regiones
constantes del dominio '°Fn3 en combinacion con anti-conejo-HRP o anticuerpos policlonales sulfo-marcados. En un
caso, tanto la captura como la deteccién se lograron a través de anti-hu-Fc policlonales en los que el anticuerpo de
deteccion estaba acoplado a HRP. La lectura fue o bien colorimétrica a través de TMB o electroquimioluminiscente
usando la plataforma de Mesoscale Discovery. Las concentraciones en plasma se calcularon normalmente a
basandose en un ajuste de 4 o 5 parametros de una curva patrén de 8 puntos.

Método CL/EM/EM

En algunos casos, se desarrollaron métodos de CL/EM/EM para determinar la concentracion plasmatica de fusiones
Fc-"°Fn3 en plasma o suero de ratén o mono. El analisis utiliza la digestion con tripsina de las proteinas diana para
generar un péptido de sustitucion a partir de la porcion Adnectina de las moléculas y un péptido de sustitucion a
partir de la region Fc. Los péptidos de sustitucion se detectaron por espectrometria de masas en tdndem. La base de
la cuantificacion es la relacion estequiométrica entre las proteinas Adnectina y los sustitutos.

Se prepararon curvas patron en la misma matriz que las muestras de estudio. Las curvas patron y las muestras de
estudio se sometieron a desnaturalizacion térmica seguida de digestion ftriptica antes de la precipitacion de
proteinas, seguido del anadlisis por CL-EM/EM. Las concentraciones plasmaticas se calcularon normalmente
basandose en el ajuste cuadratico de una curva patrén.
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Analisis farmacocinético

Los parametros farmacocinéticos (FC) para las fusiones Fc-'°Fn3 se calcularon usando el analisis no compartimental
Phoenix WinNonlin version 6.2 (Pharsight Corp., Mountain View, California) o un software comparable. La
concentracion maxima (Cmax) se registré directamente a partir de observaciones experimentales. Los valores de
area bajo la curva (ABC) se calcularon usando una combinacion de sumas trapezoidales lineales y logaritmicas. Se
estimaron el aclaramiento plasmatico total (CL_F_obs), el volumen de distribucion (Vz_F_obs o Vss), la semivida
terminal (T-SEMIVIDA) y el tiempo medio de residencia (TMR).

Propiedades farmacocinéticas de proteinas de fusién Fc-"°Fn3 en macacos.
La semivida (t12) de PCSK9 Adnectina PRD460 (Fc-'°Fn3) y la de PCSK9 Adnectina ATI-1081 (sin Fc) se determino
después de la administracion a macacos. Los resultados muestran que la fraccién Fc potencia la semivida de las

proteinas '°Fn3 (Figura 6 y Tablas 2 y 3).

Tabla 3 - Propiedades farmacocinéticas de PRD460 frente a ATI-1081

Formato |T-SEMIVIDA Vo CL ABCtodo TMR
(h) (mikg) (milh/kg) | (h*umolll) (h)

ATI-1081 1,27 385 214 4,32 1,31

PRD460 78 104 0,92 230 74

Se realizo un experimento para comparar la semivida (ti2) de las proteinas de fusion Fc-'°Fn3 dirigidas a ligandos
solubles. Los datos farmacocinéticos de PCSK9 PRD460 y otra proteina de fusion Fc-'°Fn3 para una diana ligando
soluble diferente (Adn-1) se evaluaron después de la administracién intravenosa a macacos. Adn-1 mostré una ti2
significativamente mas larga que PRD460 lo que indica que la diana o el componente '°Fn3 puede influir en las
propiedades FC de las proteinas de fusion Fc-'°Fn3. Los resultados se resumen en la Fig. 7 y en las Tablas 2 y 4.

Tabla 4 - Propiedades farmacocinéticas de Adn-1 y PRD460

D T-SEMIVIDA Vo CL ABCtodo TMR
(h) (mi’kg) (mi/h/kg) (h*uM) (h)

Adn-1 188 81 0,35 194 234
PRD460 78 104 0,92 230 74

Se realizd otro experimento para comparar la semivida (t12) de las proteinas de fusion Fc-'°Fn3 dirigidas a
receptores de superficie celular. Los datos farmacocinéticos de una proteina de fusion '°Fn3-Fc anti-VEGFR2
(C7FLFc) y otras dos proteinas de fusién '°Fn3-Fc para una diana receptor de superficie celular diferente (Adn-2 y
Adn-3) se evaluaron después de la administracién intravenosa a macacos. El Vp y el CL de Adn-2 y Adn-3 fueron
similares entre si, pero mayores que los observados para C7FLFc, lo que indica una influencia de la diana en las
propiedades FC de las proteinas de fusion FC-'°Fn3. Los resultados se resumen en la Fig. 8 y en las Tablas 2 y 5.

Tabla 5 - Propiedades farmacocinéticas de C7FLFc, Adn-2 y Adn-3

o Dosis | T-SEMIVIDA Vo CL ABC TRM
(mg/kg) (h) (ml/kg) (ml/h/kg) (h*uM) (h)
C7FLFc 10 47 73 1 127 43
05 51 120 45 13 29
Adn-2 5 67 300 6,4 8,4 46
05 84 150 4.2 1.4 20
Adn-3 5 90 210 4,3 13.9 54

Se realiz6 otro experimento para determinar la biodisponibilidad de proteina de fusion Fc-'°Fn3, Adn-1, en macacos.
Después de la administracion intravenosa (IV), el volumen de distribucion (Vp) de Adn-1 fue de 81 ml/kg. El
aclaramiento plasmatico corporal total de Adn-1 fue bajo (0,31 ml/h/kg) y la semivida (t1,2) fue de 188 h (Fig. 9 y
Tabla 6). Adn-1 demostré una biodisponibilidad subcutanea (SC) del 92 % (Fig. 9 y Tabla 6).

Tabla 6 - Parametros farmacocinéticos de dosis Unica (media * DT) de Adn-1 en monos

Via de Dosis | T-SEMIVIDA| Vo cL ABCtodo TMR BiOdiSpggibi'idad
(h) (ml/kg) (ml/h/kg) (h*uM) (h) (%)
v 188 81 0.35 104 234 n/a
sC 335° » » 164 451 92

*t12 que no pueden determinarse con precision.
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Propiedades farmacocinéticas de proteinas de fusién FC-°Fn3 en ratones.

Materiales y Métodos
Disefios de estudio in vivo en ratén

Para determinar las propiedades farmacocinéticas de diferentes proteinas de fusion Fc-'°Fn3 en ratones, a los
ratones se les administré ya sea por via IV o por via SC la proteina de fusion de interés y se recogieron muestras de
suero o plasma en puntos temporales especificos en el transcurso de 2-3 semanas. Se recogieron muestras a través
de la vena de la cola o del seno retro-orbital en cualquiera de CPD o K:EDTA para el plasma o en SST para el suero
y se almacenaron a -80 °C hasta su analisis. Los detalles de los diferentes disefios de estudio se enumeran en la
Tabla 7.

Tabla 7 - Disenos de estudio in vivo en raton

Identificacion Cepa del ratén |Dosis (mg/kg) Vgoi?sla Duracién del Estudio
NCr nu
PRD460 C57B1/6 10 v 2 semanas
NCr nu
PRD461 C57BI/6 10 v 2 semanas
PRD239 NCr nu 10 [\ 2 semanas
PRD713 NCr nu 10 [\ 2 semanas
\Y
Adn-1 SCID 2 SC 2 semanas
Adn-4 SCID 0,74 é\é 2 semanas
Adn-5 SCID 2 é\é 2 semanas
Adn-8 Balb/c 8 1\ 2 semanas
Adn-3 Balb/c 1 1\ 2 semanas
1 \Y
Adn-9 Balb/c 8 W 2 semanas
Adn-6 C57BI/6 2 é\é 3 semanas
Adn-7 C57Bl/6 2 é\é 3 semanas
C7FLFc NCr nu 10 \Y) 2 semanas

Propiedades farmacocinéticas de las proteinas de fusion Fc-"°Fn3 en ratones.

Se realizé una serie de experimentos en ratones para evaluar las propiedades FC y la semivida (t12) de diversas
proteinas de fusion Fc-'°FN3. Los resultados se resumen en las figuras 10-14 y en las Tablas 2, 8-10. Los perfiles
FC de proteinas de fusion Fc-"°FN3 dirigidas a ligandos solubles se muestran en la Figura 10 y las semividas (t12) se
resumen en la Tabla 2. Los resultados indican perfiles de FC similares para la mayoria de las proteinas de fusion Fc-
FN3 examinadas. Las semividas variaron entre 25-126 horas en ratones. Dos proteinas de fusion Fc-°FN3
presentaron un perfil diferente de la mayoria del grupo y estos resultados sugieren una influencia del componente
FN3 en la FC.

Los perfiles de FC de las proteinas de fusion Fc-"°FN3 dirigidas a receptores de superficie celular se muestran en la
Figura 11 y las semividas (t1/2) se resumen en la Tabla 2. Los resultados indican perfiles farmacocinéticos similares
para la mayoria de las proteinas de fusion FC-'"FN3 examinadas. Las semividas oscilaron entre 23-73 horas en
ratones. Dos proteinas de fusion Fc-'"°FN3 presentaron un perfil diferente para la mayoria del grupo y estos
resultados sugieren una influencia del componente '°FN3 y/o la diana sobre la FC.

Se realizé un experimento para determinar si la orientacion X-Fc o Fc-X influye sobre los datos farmacocinéticos
(FC) de la proteina de fusion Fc'°FN3. Las propiedades FC de PRD239 y PRD713, dos proteinas Fc-'°FN3 de fusion
creadas con el mismo componente '°FN3 se evaluaron tras la administracion IV a ratones desnudos. Como se
muestra en la Figura 12 y las Tablas 2 y 8, la orientacién no afecta a las propiedades FC en ratones.

Tabla 8 - Propiedades farmacocinéticas de dos Adnectinas IL-23, PRD239 y PRD713

D orientacion | T-SEMIVIDA Vo CL ABCtodo TRM
(h) (mi’kg) (mi/h/kg) (h*uM) (h)
PRD239 FcX 60,7+2,9 |3925+534] 4,36+041 | 29129 | 81,8+3,7
PRD713 X-Fc 656+ 11,8 | 359,15 | 3,89+08 | 342+64 | 81,4+ 17,1

Se realizé un experimento para determinar si la cepa de ratones influye sobre los datos farmacocinéticos (FC) de la
proteina de fusion Fc-°Fn3. Las propiedades FC de PRD460 se evaluaron después de la administracion IV en
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ratones desnudos o C57BI/6. Como se muestra en la Figura 13 y en las Tablas 2 y 9, la cepa de ratén no afecta a
las propiedades FC de las proteinas de fusion Fc-"°FN3.

Tabla 9 - Propiedades farmacocinéticas de PRD460 en ratones C57BI/6 y ratones desnudos
D Cepade |T-SEMIVIDA Vb CL ABCtodo TRM
ratén (h) (ml/kg) (ml/h/kg) (h*uM) (h)
PRD460 C57BI/6 120,1+3,5 |1951,3+ 2549 548+ 1,41 [23,09+3,48| 143,1+7,6
PRD460 desnudo | 956+12,4 |941,4+954( 6,84+0,25 [18,22+0,63|121,9+17,5

Se realizd un experimento para determinar si el componente '°Fn3 afecta a los datos farmacocinéticos (FC) de la
proteina de fusion Fc-'°Fn3. Las propiedades de FC de dos proteinas de fusion Fc-'"°FN3 que se dirigen a PCSK9,
PRD460 y PRD461, se evaluaron después de la administracion IV a ratones desnudos. Como se muestra en la
Figura 14 y en las Tablas 2 y 10, el componente '"°Fn3 de PCSK9 puede afectar a las propiedades FC de las
proteinas de fusion Fc'°FN3.

Tabla 10 - Propiedades farmacocinéticas de PRD460 y PRD461 (ambas proteinas de unién PCSK9)

D Orientacion -SEMIVIDA Vo CL ABCtodo TRM
(n) (mi’kg) (mi/h/kg) (hruM) (hr)
PRD460 X-Fc 95,6+ 12,4 |941,4+ 954 6,84+ 0,25 | 18,22+ 0,63|121,9£ 17,5
PRD461 X-Fc 67,1+ 11,7 3?35%43* 40,28 +5,1 | 3,33+0,42 | 72,76+ 8,9

Ejemplo 10. Afinidad de unién de fusiones Fc'°Fn3 frente a proteinas no-Fc '°Fn3

Las propiedades de union de proteinas de fusion Fc-'°Fn3 y proteinas no Fc-'°Fn3 se caracterizaron mediante
resonancia de plasmon superficial (RPS). El anticuerpo anti-humano o anti-histidina se inmovilizé sobre un chip
Biacore y las proteinas '°Fn3 y las fusiones Fc-'°Fn3 se capturaron sobre la superficie del chip. Se colocaron
concentraciones variables de diana en la solucion de flujo usando MgCI2 (3 M) para la regeneracién del chip entre
ciclos. Las determinaciones cinéticas se realizaron a 25 °C. La evaluacion de los parametros cinéticos se realizd
utilizando el algoritmo de union 1:1 en el software de evaluacion Biacore.

Los resultados se muestran en la Tabla 11 a continuacion. En algunos casos, la orientacion del '°Fn3 al Fc no afecto
a la union, mientras que en otros si lo hizo. En general, estos resultados muestran que la presencia de Fc no afecta
negativamente a la afinidad de union.

Tabla 11 - Parametros cinéticos para proteinas de fusién '°Fn3-Fc y proteinas '°Fn3 sin modificar frente a
dianas capturadas

ID Diana Orientacion | Ka (1/Ms) Kd (1/s) KD (nM)
1784F03 PCSK9 Sin Fc 1,15E+04 | 3,96E-04 34,46
PRD289 PCSK9 X-Fc 1,20E+04 | 1,03E-04 8,60
PRD292 PCSK9 Fc-X 4,68E +03 | 1,49E-04 31,82
1813E02 PCSK9 Sin Fc 1,75E + 04 | 3,88E-04 22,22
PRD290 PCSK9 X-Fc 1,95E + 04 | 2,04E-04 10,47
PRD293 PCSK9 Fc-X 6,38 E+03 | 1,72E-04 26,87
1922G04 PCSK9 Sin Fc 3,23E+04 | 2,10E-04 6,502
PRD 461 PCSK9 X-Fc 3,23E+04 | 1,08E-04 3,353
PRD 463 PCSK9 Fc-X 2,04E +04 | 8,63E-05 4,237
1459D05 PCSK9 Sin Fc 5,56E + 03 | 5,30E-04 95,26
PRD288 PCSK9 X-Fc 5,63E +03 | 3,37E-04 59,89
PRD291 PCSK9 Fc-X 4,28E + 03 | 8,23E-04 192,20
ATI-1081 PCSK9 Sin Fc 3,65E + 04 | 2,45E-04 6,7
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(continuacion)

ID Diana Orientacion | Ka (1/Ms) Kd (1/s) KD (nM)
PRD460 PCSK9 X-Fc 3, 75E+04 | 1,21E-04 3,29
PRD462 PCSK9 Fc-X 7,33E+03 | 3,27E-04 44,58

C7FL VEGFR2 Sin Fc 2,05E + 4 2,36e-4 11,5
C7FL-Fc VEGFR2 X-Fc 1,07E+04 | 1,69E-04 15,80

Ejemplo 11. Ensayo de proliferacion Ba/F3

La capacidad de C7FL-Fc (Fc-"°Fn3 anti-VEGFR2) para inhibir la proliferacion de células Ba/F3 se compard con la
inhibicion por CT322 ("°Fn3 anti-VEGFR2). Se sembraron en placas células Ba/F3 que expresaban establemente
una proteina de fusién VEGFR2 (que comprende el dominio extracelular de hVEGFR2 y el dominio intracelular de
hEpoR) de 96 pocillos a 25.000 células/pocillo en 90 ul de medio de crecimiento que contenia 15 ng/ml de VEGF-A,
VEGF-C o VEGF-D, se prepar6 la dilucion en serie de CT322 o C7FL-Fc a 10 veces la concentracion final y se
afiadieron 10 pl de CT322 o C7FL-Fc a cada pocillo. Las placas se incubaron a 37 °C/5 % de CO2 durante 48-72
horas. Se anadieron 20 ul de Reactivo Una Solucion Acuoso CellTiter 96® (Promega) a cada pocillo y las placas se
incubaron adicionalmente durante 3-4 horas a 37 °C. Al final del periodo de incubacion, se leyé la absorbancia a
490 nM usando un lector de placas de microtitulacion. La Fig. 15 muestra que C7FL-Fc puede inhibir la proliferacion
de Ba/F3 de forma equivalente a CT322. Los resultados se resumen en la Tabla 12.

Tabla 12 - Sumario de ensayo de proliferacién de Ba/F3

ID CI50(nM) Potencia relativa
CT-322 7,961 1
C7FL-Fc 3,374 2,36

Ejemplo 12. Evaluacion de enlazadores para la generacién de proteinas de fusién Fc-'°Fn3

Se realizaron experimentos para evaluar el rendimiento de 8 enlazadores diferentes para la generacion de proteinas
de fusion Fc-'°Fn3. Las proteinas de fusion se evaluaron sobre cuatro criterios: (i) la concentracion de la proteina, (ii)
el contenido de mondmero, (iii) la temperatura de fusién y (iv) la afinidad de union por la diana. La Tabla 13 enumera
los diferentes enlazadores escogidos para este estudio.

Se condensaron cuatro moléculas '°Fn3 diferentes, cada una especifico para una diana diferente, se fusionaron con
cada enlazador, en la orientacion Fc-X. Las cuatro moléculas '°Fn3 diferentes son Adn-1, C7FL, Adn-10 y 2013. En
total, se generaron y analizaron 32 moléculas de fusién Fc diferentes.

Tabla 13 - Enlazadores

Numero |Enlazador Longitud |Descripcién SEQ ID
NO.
1 QPDEP 5 Derivado de enlace CH2-CH3 humano; R —» D
2 AGGGGSG 7 Enlazador convencional en fusiones de Adnectina Fc-X
3 PVPPPPP 7 bisagra IgA2, rigida
4 (ED)sE 11 Sintético, solubilizante, flexible
5 DLPQETLEEETPGA 14 Derivado de la secuencia de la cola TGA de membrana
6 VPSTPPTPSPST 12 bisagra corta IgA1
7 ELQLEESAAEAQEGELE |17 Derivado de la secuencia de la cola IgG1 de membrana
(D — E)
8 ESPKAQASSVPTAQPQAE|18 bisagra IgD 1°" ex6n largo

Anélisis de proteinas expresada en mamiferos de alto rendimiento (HMEP, del inglés High-throughput Mammalian
Expressed Protein)

Se transfectaron construcciones de expresion que codificaban las 32 proteinas de fusion Fc-'°Fn3 en 4 ml de cultivo
de HEK-293-6E usando placas de 24 pocillos profundos y se incubaron a 37 °C. Cinco dias después de la
transfeccion, las células se lisaron y la proteina se purificd utilizando HP Multitrap de Proteina A. La preparacion de
la proteina resultante se evalu6 para determinar la produccién de proteina utilizando un ensayo de proteina BCA con
SGE (Adnectina™ control) como patron de proteina.

La Fig. 18 es un grafico que resume el rendimiento promedio por volumen de transfeccion de cada serie de fusion

Fc-"°Fn3. Los diamantes representan la serie And-1, los cuadrados representan la serie Fc-C7FL, los triangulos
representan la serie Adn-10 y las cruces representan la serie Fc-2013. En general, la serie Adn-1 tuvo el mayor

42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2942455T3

rendimiento promedio por volumen de transfeccion.

Se realizo una cromatografia de exclusion por tamarfios (CET) en las proteinas de fusion Fc'°Fn3 resultantes de la
HMEP. La CET se realizd con una columna Superdex 200 5/150 o Superdex 75 5/150 (GE Healthcare) en un
sistema de HPLC Agilent 1100 o 1200 con deteccion de UV a Az14 nm y Azgo NM y con deteccion de fluorescencia
(excitacion = 280 nM, emisién = 350 nM). Se empled un tampdn de sulfato de sodio 100 mM, fosfato de sodio
100 mM, cloruro de sodio 150 mM, pH 6,8 a un caudal apropiado de la columna de la CET. Se utilizaron patrones de
filtracion en gel (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) para la calibracién del peso molecular.

La Fig. 19 es un grafico que resume la puntuacién del monoémero de cada serie de fusién Fc-'°Fn3. Los rétulos son
los mismos que en la Fig. 18. Los resultados muestran que las fusiones FC-'°Fn3 con enlazador 7 tienen una alta
puntuaciéon de mondémero porcentual.

Analisis de proteinas expresadas a media escala

La serie de enlazadores Adn-1 se eligié para el analisis a media escala. Se transfectaron construcciones de
expresion que codifican la serie de enlazadores Adn-1 en 175 ml de HEK-293-6E. Cinco dias después de la
transfeccion, las células se lisaron y la proteina se purifico utilizando purificacién de Proteina A en una AKTA 100. La
preparacion de proteina resultante se evalué para determinar el rendimiento de proteina utilizando un ensayo de
Proteina BCA con SGE (control de Adnectina™) como el patron de proteina.

La Fig. 20 es un grafico que resume el rendimiento promedio de la serie de enlazadores Adn-1. Los resultados
muestran que el rendimiento es alto para la mayoria de las fusiones Adn-1.

El analisis por CET de las fusiones Adn-1 purificadas a media escala demostré que la mayoria de las fusiones Adn-1
tienen un alto contenido de mondmero. La Fig. 21 es un grafico que resume la puntuacion de monémeros para cada
una de las fusiones Adn-1.

Se realizd una cromatografia de liquidos-espectrometria de masas (CL-EM) en las proteinas de fusion Fc-'°Fn3
purificadas. La Fig. 22 resume los resultados de la CL-EM, lo que confirma la identidad de siete de las fusiones Adn-
1 ensayadas. Se muestran graficos de CL-EM representativos para fusiones con enlazadores 5y 7.

Las temperaturas de fusion de las proteinas de fusién Fc-"°Fn3 purificadas a media escala se midieron por
calorimetria diferencial de barrido (CDB). Se exploré una solucién 1 mg/ml de cada una de las preparaciones de
proteina de fusion Fc-'°Fn3 en un calorimetro N-CDB Il (Calorimetry Sciences Corp) para determinar el aumento
gradual de la temperatura de 5 °C a 95 °C a una velocidad de 1 grado por minuto a una presion de 3 atm. Los datos
se analizaron frente a un ensayo de control del tampén apropiado usando un mejor ajuste usando Orgin Software
(OrginLab Corp). La Fig. 23 muestra las temperaturas de fusién para cada una de las fusiones Adn-1 en
comparacion con el control, que en este experimento son los dominios CH2 y CH3 de Fc. En general, las fusiones
Adn-1 tienen temperaturas de fusion comparables a la de Adn-1 sin modificar (sin Fc), que se determind
previamente que era de 57 °C.

Las caracteristicas de union de cada una de las proteinas de fusion Fc-'°Fn3 purificadas a media escala a la diana
se caracterizaron mediante Resonancia de plasmoén superficial (RPS). La Fig. 24 resume las propiedades de union
de la serie de Adn-1 a la diana inmovilizada. Los resultados muestran que todas las fusiones Adn-1 conservan la
afinidad de unién a la diana.

Ejemplo 13. Caracterizacion de la inmunogenicidad de los enlazadores utilizados para la generacion de
proteinas de fusién Fc-'°Fn3.

La respuesta inmune adaptativa es iniciada por el procesamiento y la digestion de una proteina internalizada por una
célula presentadora de antigeno (CPA), tal como una célula dendritica. La CPA corta la proteina internalizada en
péptidos cortos y después muestra los péptidos en sus moléculas del CMH de clase |l superficiales. El sitio de unién
al péptido de la molécula del CMH de clase Il es larga y estrecha, como un pan de perritos calientes y mantiene su
péptido con un formato prolongado, con espacio para nueve aminoacidos en el sitio de unién primario (y
generalmente permite colas cortas en cada lado del péptido). Ciertos bolsillos del sitio de unién del CMH son
dominantes en la determinacién del péptido de unién. Estos bolsillos corresponden a las posiciones de los
aminoacidos 1, 4, 6 y 9 en la porcion anclada del péptido nonamérico. Un péptido que tiene cadenas laterales
favorables en cada una de estas cuatro posiciones se unira en general a HLA (una molécula del CMH de clase II)
bien.

Se piensa que la posicion 1 es el "resto de anclaje" mas importante implicado en la union entre el péptido y la
molécula HLA. La posicion 1 en general, favorece una cadena lateral hidréfoba - por tanto, los nonameros que a
menudo se unen a HLA se inician con V, I, L, M, F, Y o W. Las otras posiciones son mucho mas variables,
favoreciendo diferentes alelos HLA a diferentes conjuntos de aminoacidos en cada sitio.
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La union a HLA puede predecirse informaticamente, por ejemplo, usando EpiMatrix. EpiMatrix es un algoritmo de
ordenador patentado desarrollado por EpiVax, que se utiliza para detectar las secuencias de proteinas para
determinar la presencia de motivos de union a HLA putativo. Las secuencias de entrada se analizan en la
superposicion de los marcos de lectura nonaméricos, donde cada marco de lectura se superpone al ultimo por 8
aminoacidos. Después, cada uno de los marcos resultantes se puntia para determinar la afinidad de unién prevista
con respecto a un panel de ocho alelos de HLA de clase Il comunes (DRB1*0101, DRB1*0301, DRB1*0401,
DRB1*0701, DRB1*0801, DRB1*1101, DRB1*1301 y DRB1*1501). Las puntuaciones brutas se normalizan frente a
las puntuaciones de una muestra grande de péptidos generados aleatoriamente. Se presenta la puntuacion "Z"
resultante. Cualquier péptido nonamérico con una puntuacion Z de EpiMatrix por encima de 1,64 se considera un
motivo de unién a HLA putativo.

La inmunogenicidad de los enlazadores utilizados para generar proteinas de fusion Fc-'°Fn3 se predijo usando el
método informatico descrito anteriormente. La Tabla 14 enumera las secuencias de aminoacidos de los enlazadores
analizados (resaltadas en gris) mas las regiones flanqueantes, en este caso el extremo C del Fc de IgG1 y el
extremo N del dominio '°Fn3.

La Tabla 15 muestra la puntuacion de EpiMatrix para cada uno de los enlazadores analizados. Todas las
puntuaciones son muy bajas (numeros negativos en la columna "PUNTUACION DE GRUPO de EpiMatrix"), lo que
indica que se predice que los enlazadores tienen muy baja inmunogenicidad.

Tabla 14 — Secuencias de enlazadores analizadas para determinar la inmunogenicidad

Enlazador Secuencia SEQ ID NO.
(parte resaltada)

[Fc_enlazador 1

IFc_enlazador 2

[Fc_enlazador 3

IFc_enlazador 4

[Fc_enlazador 5

IFc_enlazador 6

IFc_enlazador 7

[Fc_enlazador 8

IFc_enlazador 9

[Fc_enlazador 10|

IFc_enlazador 11

IFc_enlazador 12

[Fc enlazador 13|

IFc enlazador 14

[Fc enlazador 15

[Fc enlazador 16|

IFc enlazador 17

[Fc enlazador 18§

IFc enlazador 19

[Fc enlazador 20|

Tabla 15 - Resultados de EpiMatrix para enlazadores

Direccién de RESULTADOS (Puntuacién de| PUNTUACION
. . . - POSITIVOS GRUPO DE GRUPO
Secuencia de entrada grupo Secuencia de grupo Hidrofobicidad EpiMatrix (sin |EpiMatrix (sin |ajustada a tReg
(c/FLANCOS) FLANCOS) FLANCOS) |(sin FLANCOS)
FC_ENLAZADOR_1 1-21 QESLSLSPOPDEPFGVSDVFRD -1,11 1 -9,02 -9,02
FC_ENLAZADOR_10 1-23 QKSLSLSPELQLEE SGVSDVPRD 0,73 4 453 453
FC_ENLAZADOR_11 1-33 QESLSLSPELQLEESAREAQEGELEGVSDVPRD -0,78 4 -13,79 -13,79
FC_ENLAZADOR_12 1-29 QESLSLEPVYPSTPPTIPSPETGGVIDVERD -0,63 1 -15,57 -15,57
FC_ENLAZADOR_13 1-36 QKSLSLSPVPSTPPTPSPSTPPTESPSGGYSDVPRD -0,75 1 -21,33 -21,33
FC_ENLAZADOR_14 1-32 QESLSLSPORGGEEKKKEKEKEEGGVEDVPRD -1,76 -17,88 -17,88
FC_ENLAZADOR_15 1-41 (OKSLSLSPGRGGEEKKKEKEKEEQEERETKTPGGVSDVPRD -1,99 -25,30 -25,30
FC_ENLAZADOR_16 1-26 QRSLELSPESPEAQASSGGVSDVIRD -0,82 0 -14,83 -14,83
FC_ENLAZADOR_17 1-35 QKSLSLSPESPKRQASSVPTAQPQAEGGVSDVYPRD -0,80 0 -22,25 -22,25
FC_ENLAZADOR_18 1-39 QKSLSLSPSVEEKKKEKEKEEQEERETKTPGGVSDVPRD -1,88 4 -18,19 -18,19
FC_ENLAZADOR_19 1-40 QKSLSLSPPSVEEKKKEKEKEEQEERETKTPGGVSDVERD -1,86 2 -22,40 -22,40
FC_ENLAZADOR_2 1-23 QKSLSLSPAGGGESGGVSDYPRD -0,47 1 -10,68 -10,68
FC_ENLAZADOR_20 1-40 OKSLSLSPGSVEEKKKEKEKEEQEERETKTPGGVSDVPRD -1,83 3 -20,68 -20,68
FC_ENLAZADOR_3 1-23 OKSLSLSPPVPPPERPGYEDVPRD -0,66 0 -12,36 -12,38
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(continuacion)

— ESaTaoeS [Fees oo FUTUAIoN

Secuencia de entrada grupo Secuencia de grupo Hidrofobicidad EpiMatrix (sin | EpiMatrix (sin | ajustada a tReg

(c/FLANCOS) FLANCOS) | FLANCOS) |(sin FLANCOS)
FC_ENLAZADOR 4 1-27 QESLELSPEDEDEDEDEDEGVSDVRRD -1,79 0 -15,66 -15,66
FC_ENLAZADOR_5 1-30 QKSLELSEDLPQETLEEETPGAGVSDVPRD -0,88 2 -14,60 -14,60
FC_ENLAZADOR_6 1-28 QKSLSLEPVR STPRTRSPETGVSDVPRD -0,64 1 -14,74 -14,74
FC_ENLAZADOR_7 1-33 QKSLSLSPELQLEESAAEAQEGELEGVSDVPRD -0,78 4 -13,79 -13,79
FC_ENLAZADOR_8 1-34 QKSLSLESPESPRAGASSVETAQBQREGVSDYVERD -0,81 0 -21,42 -21,42
FC_ENLAZADOR_9 1-22 OKSLELSPPAVPPPGVSDVPRD -0,48 0 -11,54 -11,54

Ejemplo 14 — Inmunogenicidad de la proteina de fusién Fc-'°Fn3 en macacos

Se realizaron experimentos para examinar si la fusién a un Fc de macaco podria disminuir la inmunogenicidad de las
proteinas '°Fn3. En estos experimentos, la respuesta de inmunogenicidad en macacos inducida por '°Fn3-Fc anti-
IL23 (1571G04-Fc) se compar6 con la respuesta de inmunogenicidad inducida por '"°Fn3-PEG anti-IL23 (1571G04-
PEG). Estas dos moléculas comparten la misma porcion °Fn3.

Se inyectaron tres macacos por via iv con 3 mg/kg de 1571G04-PEG o 1571G04-Fc los dias 1, 8 y 15. Las muestras
de plasma se recogieron los dias 1, 8, 15 antes de cada inyeccion, asi como 168, 240, 336, 408 y 504 horas
después de la 32 dosis. El plasma se analiz6 para determinar anticuerpos anti-adnectina en un ensayo ELISA tipico.
En resumen, se adsorbié 1571G04-PEG o 1571G04-Fc a placas de microtitulacion y los anticuerpos anti-farmaco en
muestras de plasma se capturan y se detectan con anticuerpos conjugados IgG-HRP anti-humanos de conejo. Una
respuesta positiva se define como mas dos veces el nivel de fondo observado en el punto temporal anterior a la
dosis 1 para cada animal.

Como se muestra en la Figura 27, 1571G04-PEG indujo una respuesta IgG anti-'°Fn3 significativa después de tres
inyecciones i.v. semanales de 3 mg/kg. Por el contrario, y como se muestra en la Figura 28, la molécula 1571G04-Fc
indujo muy poca respuesta IgG anti-'°Fn3, de manera que no se ha visto ningin aumento de anticuerpos en ningdn
punto temporal analizado.

Estos resultados indican que la fusion de las proteinas '°Fn3 con un Fc de macaco puede disminuir la
inmunogenicidad inherente de las proteinas '°Fn3 en macacos, lo que indica que un Fc humano fusionado con
proteinas '°Fn3 puede disminuir la inmunogenicidad de las proteinas '°Fn3 en los seres humanos.

Ejemplo 15. Fosforilacion de STAT3 en el método de células Kit225

Parham et al. (A receptor for the heterodimeric cytokine IL-23 is composed of IL-12Rbeta1 and a novel cytokine
receptor subunit, IL-23R. J Immunol. 1 de junio de 2002; 168(11):5699-708) clond el IL-23R de la estirpe de linfocitos
T dependiente de IL-2 humana, Kit225. Estas células se han caracterizado para la expresion tanto de IL-12RB1
como de 1L-23R mediante el analisis por FACS y respondieron a la IL-23 mediante la estimulacién de pSTAT3 y a la
IL-12 mediante la estimulacion de pSTAT4. Se sembraron células Kit225 en placas de 96 pocillos y reposaron en
ausencia de FBS e IL-2 durante 3 horas a 37 °C. Después de esta incubacion, se aplicé IL-23 humana recombinante
10 pM (o IL-23 preincubada con antagonista durante 1 h) y las células volvieron a la incubadora durante 15 minutos
a 37°C para estimular la fosforilacion de STAT3 (abreviado como p-STAT3). Cada condicion se ensayd por
duplicado en placas de 96 pocillos. La estimulacién se detuvo mediante la colocacion de las células en hielo y la
adicion de PBS enfriado en hielo. Por ultimo, las células sedimentaron y se lisaron siguiendo protocolos
convencionales y la produccién de pSTAT3 se detecté mediante ELISA.

Resultados

La estimulaciéon del IL23R por IL23 en las células Kit225 se evalu6 mediante la medicién de pSTAT3. Esta
estimulacion se inhibié de manera efectiva por el clon de Adnectina anti-IL23 base 1571G04 dando como resultado
una Clsp de 86,1 + 8,01 pM. La inhibicion de IL23 por la proteina de fusion Fc-1571G04 fue comparable a la
Adnectina sin formato, proporcionando una Clsg de 153 + 19 pM. La orientacién alternativa de Fc-1571G04 dio como
resultado una pérdida significativa de la actividad en este ensayo (Clsp = 692 + 159 pM). Estos resultados se
resumen en la Tabla 16.

Tabla 16. Fosforilacion de Stat3 en células Kit225.

Clon CI50 de pSTAT3 (pM)
1571G04 86,1+81 (n=2)
PRD239 (Fc-1571G04) 692 £ 159 (n = 2)
PRD713 (1571G04-Fc) 153+ 19 (n = 2)
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Ejemplo 16. Secuencias de aminoacidos de las proteinas de fusion utilizadas en los Ejemplos

PRD289:
GVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWRPPIHAYGYYRITYGETGGNSPVQEFTVPIVEGTATIS

GLKPGVDYTITVYAVEYTFKHSGYYHRPISINYRTEIEPKSSGSTHTCPPCPAPELLGGSS

VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS
RWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO: 122).

PRD289 tiene la siguiente bisagra: EPKSSGSTHTCPPCPAPELLGGSS (SEQ ID NO: 26) y un Fc de IgG1
humano. PRD292:

EPKSSGSTHTCPPCPAPELLGGSSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGAGGG
GSGGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWRPPIHAYGYYRITYGETGGNSPVQEFTVPIVEGT
ATISGLKPGVDYTITVYAVEYTFKHSGY YHRPISINYRTEI (SEQ ID NO: 123)

PRD292 tiene la siguiente bisagra: EPKSSGSTHTCPPCPAPELLGGSS vy el siguiente enlazador: AGGGGSG y

un Fc de IgG1 humano.
PRD290:

GVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSPPANGYGYYRITYGETGGNSPVQEFTVPVGRGTATI
SGLKPGVDYTITVYAVEYTYKGSGY YHRPISINYRTEIEPKSSGSTHTCPPCPAPELLGGS

SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQY

NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSR
DELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK
SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO: 124)

PRD290 tiene la siguiente bisagra: EPKSSGSTHTCPPCPAPELLGGSS y un Fc de IgG1 humano.
PRD293:

EPKSSGSTHTCPPCPAPELLGGSSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGAGGG
GSGGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSPPANGYGYYRITYGETGGNSPVQEFTVPVGRG
TATISGLKPGVDYTITVYAVEYTYKGSGYYHRPISINYRTEI (SEQ ID NO: 125)

PRD293 tiene la siguiente bisagra: EPKSSGSTHTCPPCPAPELLGGSS vy el siguiente enlazador: AGGGGSG y
un Fc de IgG1 humano.
PRD713:
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GVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWGHYPLHVRYYRITYGETGGNSPVQEFTVPPRSHTATI
SGLKPGVDYTITVYAVTYYAQENYKEIPISINYRTEIEPKSSGSTHTCPPCPAPELLGGSSV

FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS

TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDE
LTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 126)

PRD713 tiene la siguiente bisagra: EPKSSGSTHTCPPCPAPELLGGSS y un Fc de IgG1 humano.
PRD239:

EPKSSGSTHTCPPCPAPELLGGSSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGAGGG
GSGGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWGHYPLHVRYYRITYGETGGNSPVQEFTVPPRSH
TATISGLKPGVDYTITVYAVTYYAQENYKEIPISINYRTEAS (SEQ ID NO: 127)

PRD239 tiene la siguiente bisagra: EPKSSGSTHTCPPCPAPELLGGSS vy el siguiente enlazador AGGGGSG y un
Fc de IgG1 humano.
C7FL-Fc (PRD1309):

GSVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWRHPHFPTRYYRITYGETGGNSPVQEFTVPLQPPTATI
SGLKPGVDYTITVYAVTDGRNGRLLSIPISINYRTEIEPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGSSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS

TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDE
LTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 128)

C7FL-Fc (PRD1309) tiene la siguiente bisagra: EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGSS y un Fc de IgG1 humano.
C7FL-Fc (PRD1308):

GSVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWRHPHFPTRYYRITY GETGGNSPVQEFTVPLQPPTATI
SGLKPGVDYTITVYAVTDGRNGRLLSIPISINYRTEIEPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS

TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDE
LTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSR

WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 129)
C7FL-Fc (PRD1308) tiene la siguiente bisagra: EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPS y un Fc de IgG1 humano.
PRD461 es una proteina de fusidon que comprende un Fc enlazado a la Adnectina 2013E01 anti-PCSK9, cuya
secuencia se proporciona en el documento W0O2011/130354. La secuencia de aminoacidos para las adnectinas anti-

PCSK9 1784F03 y 1813E02 se proporcionan en el documento WO2011/130354. La secuencia de aminoacidos de la
adnectina anti-IL-23 1571G04 se proporciona en el documento W02011/103105.
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REIVINDICACIONES
1. Un polipéptido que comprende un dominio Fc de inmunoglobulina y un polipéptido heterdlogo, en el que el
polipéptido heterélogo esta fusionado al extremo N o al extremo C del dominio Fc mediante un enlazador
polipeptidico que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 % idéntica a uno cualquiera de
los SEQ ID NO: 86, 67 y 57.

2. El polipéptido de la reivindicacion 1, en el que el enlazador polipeptidico comprende la secuencia de aminoacidos
del SEQ ID NO: 86.

3. El polipéptido de la reivindicacion 1, en el que el enlazador polipeptidico comprende la secuencia de aminoacidos
del SEQ ID NO: 67.

4. El polipéptido de la reivindicacion 1, en el que el enlazador polipeptidico comprende la secuencia de aminoacidos
del SEQ ID NO: 57.

5. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el polipéptido heterdlogo esta fusionado al
extremo C del dominio Fc.

6. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el polipéptido heterdlogo esta fusionado al
extremo N del dominio Fc.

7. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que el dominio Fc de inmunoglobulina
comprende una bisagra o una porcion de la misma.

8. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que el dominio Fc de inmunoglobulina deriva de
una IgG, IgM, IgD, IgE o IgA.

9. El polipéptido de la reivindicacién 8, en el que el dominio Fc de inmunoglobulina deriva de 1gG.
10. El polipéptido de la reivindicacion 9, en el que el dominio Fc de inmunoglobulina deriva de 1IgG1.
11. Un &cido nucleico que codifica un polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10.
12. Un vector que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 11.

13. El vector de la reivindicacion 12, en donde el vector es un vector de expresion.

14. Una célula hospedadora que comprende el vector de la reivindicacion 13.

48



ES2942455T3

180L-ILY ¥ Vg
"4 \ ®
pZLL-ILY O A
09v-QHd e o....w QII.U..I
oD

¢L6°11V:61SJd 3a 4u3l

|0J3U0D) 3P %,

1°O14

..ﬁ_
i

v
P

(R
I |
L |
\ ._
¥g
v
180L-ILY V¥ ve
vLLL-ILY O ..ﬂ
09-Qxd e ..#ln. ------------

V493:6S0d 30 431

JoJ3u09 8p Y,

49



ES2942455T3

Wu [eunoaupy] Boj Wu [eunoaupy] 6oy
' 4 0 z 0

-
~
-

R
qiyui ap alejuasiod

rillly ¥
LB0L1lY o

uoI21qIyul ap alejuadiod

mBrmid O
I0klly ¢

uoIo|

-0
v

Z9daH seni92 ua )Sod Z9daH se|n|92 ua 6MSId

Jod opionpui ¥1a7 @p ojusiwejobe |ap ugIdIqIyu| Jod opionpul Y101 ap ojuajwelobe [ap ugIaIqIyu|

¢ Ol

50



ES2942455T3

Iu ‘[eundaupy] BHoj
A I 0 -

WU Q) =
L¥94V-61SOd

o
o
o
o
©
(M4N) L¥94dV-6MSOd

vZLL-ILVY O
09v-Qdd @

£ 'Ol

51



FIG. 4

hPCSK9 en plasma sin unir
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FIG. 25 (continuacién)
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FIG. 26 (continuacion)
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FIG. 26 (continuacion)
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FIG. 28
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