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PETITORIO I

‘ (
. SUPERINTENDENDIA OE IHDUSTRIA v SOMERSIO
Industria y Comercio NO. ?1-019241 - -00000-0000
SIPERITITEIIDET 1= & Facha: 20110217 18:1a 4 Dep. 2020 DIR.HUEVASCR

Tva. i1 PATEMTEIYI Eve: 373 FASENACIOMAL
Act. 411 PRESEMTACION Folios: 463 -

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
‘ PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL

@ SOLICITUD DE:
M Patents de Invencién [] Patente 4= Modelo de Utilidad
Capitula 1. ‘ |:] Capitulo Il
@ Nambrs: AMBRX, INC. Y ELI LILLY AND IDENTIFICACION
COMPANY.

Diresxcisn: 10975 North Torrey Pines Road,
Suitz 100, La Jolla, Califarnia 92037 v Lilly
Corporats  Center, Indianapolis, Indiana
46225, Estadcs Unidos dz América

c. O w1 [
E. f:] tro D

O G

Cual
SOLICITANTE Nacionalidad o Domixilic: La Jolla, Estado .

(71) dz California; Indianapolis, Estads de|  NOmero
Indiana, Estados Unidos de America,

Lugar de Constitucian:

Telifono: 2284270 Fa-: a0iaTol
E-mail: jllzco@itoredacamacho.com

@ Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE

REPRESENTANTE [pjrencicn: Call: 72 Mo, 5-23 Piso &, C:E. 0 ote [
O APODERADO | Bacgats, Colombia

Teléfono: 3284270 Faw &069701 Cual
E-mail: jllccam@lioredacamashs.com Mamero 22,890,713 TF 53.215
Pl
S g 7 . . r e el . P
@ Iilcu::lrir_r‘r._:_l:l.i@ ,F'UTNAM,.AILna-Mana, AL FHUDSEL, H;:R; HOFEMALL, Théa; FODER,
Alam! FRA IOV Vading HO Lillian y SANHING, Fater, &7
INVENTOR(ES) o
(72) Dirccidn: 11522 Cespad Drive, 3an Diego, A 92124 10709 Matinal Cirals, San Diegn,
CA 2127, 1729 Bancroft Street, San Disgo, 8 92102 9945 Pases Montalban, San
Ciega, CTA 32123; 8457 White Cab Lane, San Drigggn, SA 92130; G232 Canyan Bluff Cour,
San Dicgo, CA 92121 y 6352 Bracmar Avenus, Noblesvillz, IH 46062
Macicnalidad o Damicilic: Esiades Unidas de Amdérica.
® PcT (86)
Sclicitud Internacicnal Ne.  PCT/USZO0H/0E 1288 Fecha,  _22/07/09
Publicacitn Intzrmaciznal Ma._WO 2010/011735 A3 Fecha:  _28/01/10

Titulo “POLIPEPTIDOS G-CSF BOVINOS MODIFICADOS Y SUS USOS”

@ Clasificacién Internacional (51) AG1K 23/00

. 22) Pals dg Qrigzn 32) Fecha (31) Nomero de Solicitud
Prioridad -

st wo [ us 22/07/08 B1/083,132

@ Comprobante de Pago No. _11-003417 Fecha: 24-01-2011




Sk ack

( ANEXOS )

IZI Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.

D Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

D Documento de Representacion Legal.

D Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante.
[ ] Declaraciones.

D Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

|Z Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
D Copia del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

|:| Traduccién del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

D De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.
[ ] Arte Final 12X12.
De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
L__l mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud.

D De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

& Otros: Reporte de Busqueda Internacional, Anexos al reporte de blusqueda Intemacional, publicacién, opinién
escrita y listado de secuencias.

®

@ FIGURA CARACTERISTICA:

e
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
EXTRACTO PARA PUBLICACION
SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT

(21) No. de solicitud: (51) Int I: AGTE 38/00
(22) Fecha de solicitud: 17-02-11 (71) Znlicitantz(z):  AMBRX, INC. Y ELILILLY AND COMPANY.
(30) Pricridad  (31) Ne. Prioridad (52) Fecha (33) Pais

611083132 23-07-05 3

(72 Inventor(sz):  HAYE PUTNAM, Anna-Mariz, A; FHUDSEN,
Hick;  NORMAH, Thea, FODEF, Alan;
FRATYNOV, Vadim; HD, Lillian y CANRING,

Peter, C.
(74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
(85) Fzcha limite inicio {35& nacional: 234021 (27)  Publicacion intzmacional
(86) Datos relativos & 13 presentacion de la zolicitud PCT Fecha: 28-01-10
Fecha de prezentacion de la solicitud: 220709 Ma. publicacitn: - WO 2010/011735 A3

No. de solicitud: PCT/US2009/051388

(54) Titulo: ~ “POLIPEPTIDOS G-CSF BOVINOS MODIFICADOS Y SUS USOS”

Reivindicacién numero 1-

Folipsptide bi3-G3F que comprends uno o mas aminaisidos no codificados de maners natural,




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS ]
TUFPERIIITENDENCIA PATENTE DE IHVENCIOH ____ PCT _*__ MODELO DE UTILIDAD ____ DISENG INDUZTRIAL __
(21) No. de zolicitu: (22) Fecha de solicitud: 17-02-2011

(51) Clasificacion Intemacional: AG1E 38/00

(71) Snlicitantz(s): AMBRX, INC. Y ELI LILLY AND COMPANY.

(72) Inventor(zs): HAYS FUTNAM, Anna-Maris, A.; FNUDEEN, Hick; NORMAN, Thea, FODER, Alan; FRATNOV, Vadim; HD, Lilian y CAHHING,
Peter, C.

(74) Apiidderadn:  ALICIA LLOREDA RICAURTE

(20) Frioridad (31} No. Prioridad (32) Fecha 33) Pais
B81/033,132 230708 us
(%) Fecha limits inicio fase nacional: 23-02-11 (87) Publicacion intemacional
(€6) Datos relativos & la prezentacidn de la solicitud PCT Fecha: 28-01-10
Fecha de presantacion de la solicitud: 22-07-03 Hi. publicasion: WO 2010/011735 A3
No. de solicitud: PCT/US2009/051388

(54) Titulo: POLIPEPTIDOS G-CSF BOVINOS MODIFICADOS Y SUS USOS.




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio | TARJETA ARCHIVO TEMATICO ]
TUPERINTEHDENZIA FATENTE DE INVENCION ___ PCT < MODELG DE UTILIDAD ___ DISERO INDUSTRIAL
{21) M. de sodlicitud: (Q2) Fechia de solicitnd: 17-02-2011

(51) Clasificacion nfemasional AGTE 35/00

(71) Solicitante(s): AMBRX, INC. Y ELI LILLY AND COMPANY.

(72) Inventor(zs): HAYS PUTHAM, Annz-Maria, A.; FHUDSEN, Nick; HOFMAN, Thes; HODER, Alan;
FRAYNOV, Vadim; HO, Lillian y CAHMING, Peter, C.

{74) Apoderade:  ALICIA LLOREDA RICAURTE _ FIGURA CARACTERISTICA
(30) Prioridad (31)  No. Prioridad (32) Fecha (33)  Pais 6X6cm
81/083,132 23-07-08 us
(85) Fecha linits inicio fase nacional: 73-02-11 (57) Fublicacion intsmacional:
(86) Datoz relatives a la prezentacion ds la solic, POT Fecha: 28-01-10
Fecha de presentacion dis la salicitud: 22-07-09 His. Publicacion: WO 2010/011735 A3
No. de solicitud: PCT/US2009/051388

(64) Titulo: POLIPEPTIDOS G-CSF BOVINOS MODIFICADOS Y SUS USOS.

(57} Resumen:

Reivindicacién nimero 1:

Palipaptida kG-CSF que csmprende uine o més aminedcidos no codificades de maners natural,




PATENT COOPERATION TREATY

From ihe INTETIIATIONAL SEARCHING AUTHORTY

To:

JOHN W. WALLEN Il PCT

10975 NORTH TORREY FINES ROAD, SUITE

100 HOTIFICATION OF TRAUSMITTAL OF

LA JOLLA, D8 92037 THE TUTEPHATIONAL SEAF.CH PEPORT AND
THE WPITTEN QPO OF THE DITERIIATIONHAL
CEARCHIIG AUTHORITY, OF THE DECLADATION

RE@E FEE 2 5 zmc (PCT Rule 44.1)

Date of mailing
(day/monthiyear)
Applicant’s or agent’s fil reference
AMBA-0154 . 00FCT FOR FURTHER ACTION  Cze peragraph: | and 4 below
Intzrnational application MNo. [nternational filing daie
PCTAS OI/E1368 (daylnenth/yzar) 22 duly 2008 (22.07.2009)

Applicant AMBRX, INC.

1.

(R}

@ T applicant iz haveby noified ihai ihe internaiional ssacch report and ihz writizn opinion of the International Searching
Authority have been zctablichzd and are mancmiiied hirewith,
I
Filing of amzndments and statement under Ariicle 19:
The applicant is entitled, if he o0 wichss, o amend the claime of ihz iniemaiional application (3¢ Pulz 46): !

When?  Ths timz limit for filing cuch amendmenic iz nomelly iwo wmomhs from the date of tancmicsl of ihe
international szarch report.

Where? Directly to the Inisrmationz] Ruracu of WIPD, 34 chemin dz: Colombeiics
1211 Gencva 20, Cwiizzilaad, simile He.: 44122 338 §270

Far more detailed instructions, see the notss on th? sccompanying sheet,

O

The applicant iz hereby notified thai o international czarch reperi will be eciablished aad ihat the declaration under

Article 17(2)(a) b5 thai effect and ihe wrikizn opinion of ihe International Searching Authority are iransmitad herewith.

With regard 65 the prafest againct payment of (an) additional £25(2) under Pule 40.3, the applicant ic novifizd ihat;

D the pratect together with the decicion therzon has been trancmiied 16 the Iniemational Burzau togather with the
applicant’s requast to forward thz iexes of boih the proizse and the décision thereon o e designated Offices.

D 1o decizion hac baen madz y2t on the proiesi; the applicam will b notified ae Soon 4o a Jacicien iz made.

Reminders

Shartly sfler the expiration of 18 months Fom the priority dais, the intemational application will be putlizhed by the

Intermational Bureaw. ¥ the applicani wishzs to avedid or posipona publication, a notice of withdrawal of die interaational

application, ar of the priority claim, muci reach the lniemadonal Burzau ac provided in Pulze 90bie.] and 90222, rezpectively,
tefore the complation of th technical preparaiion: for intzraiional publication.

The applicant may swbmit comments on an informal basis on the wriitzn opinion of ihs Inismaiicnal Szarching Auihority to the
International Bureau. The Iniemaiional Purzaw will cend a copy of uch commeme to all dasignaizd Oifices nnless an
international praliminary s:amination rapori has bzen or is to be ectabliched. These comments would ales be mad: availabls to
the public but not bzfor2 tha sepiration of 30 menihs Fom the prioniy dade.

Within 19 menths from the pricrity daie, bui only in recpaci of soms dezignaied Office:, a dernand for iniernaiional preliminary
examination muct bs filed if the applicant wizher io poripone ihe snty iuio th2 nadenal phass uatil 30 ronths Foda ihe prionty
date (in zomz Offices evenlater); otherwice, the applicant muci, within 20 months from the priority daie, perform the prezeribed
acts for eniry into the national phasz before thozz datignaed Offices.

In recpzet of other designzied Ofiicer, the dmg liri: o7 30 menihs (or taer) will apply even if no dewaaad i fled within 19
months.

Gaa the Annex to Form PCT/AB/I01 and, for dziails about the applicabils iime limi, Difice by Office, 32e e PCT dpplicani’s
Guidz, Volume 11, Naticaal Chapiers and ihe WIPO laicmet siia.

Marag and mailing address of the ISA/US Awhorized officer:

Mail Stop PCT, Attin: ISA/US
Commissioner for Patents
P.Q. Box 1450, Alz:andria, Virginta 22313-1450

Lee W. Young

PCT Helpdesk: 571-272-4300

Facsimile No. 6§71-273-3201 PCT OSP: 571-272:7774

Form PCT/ISA/220 (January 2004)

(See notes on accompanying sheet)




PATENT COOPERATION TREATY

From the KITERNATIONAL SEARCHEIG AUTHORITY

| | PCT

JOHN W. WALLEN It
10075 NORTH TORREY FINES ROAD, SUITE

100 HOTIFICATION OF TRANCMITTAL OF
LA JOLLA, CA 92037 THE HITEPI IATIONAL CEARCH EEPORT 411D

THE WPRITTEN OPIHION OF THE DITEMIIATIONAL
CEATCHING AUTHOPRITY, OF THE DECLAFATION

(PCT Rule 44.1)

Date of mailing

(daylmonth/year) 1 9 F E B 2010

Applicant’s or agent’s file reference

AMBR-0154.00PCT FORFURTHER ACTION  Cze paragraphs | and 4 below
At - . ‘-t

International application Mo. Inicmaiional filing daie

PCTAS 09/51338 (dayhaanthlyzar) 22 July 2009 (22.07.2003)

Applicant AMBRX, INC.

1. The applicant ic herely notificd thai ihz inismaiional szarch rapori and the vricizn opinion of the Iniemaiional Scarching
Authority have beon establizhed and are irancimiiied herawith,
Filing of amendments and statemeni under Article 19:
Ths applicent is entitlad, ihe o wiches, to amend he claime of the imernational applicadon (sez Pule 46):
When?  The tims limit for filing much amendmenic iz nocually two monihs Tom the date of trancmiial of ihe
international search report. '
Where? Dircitly o ihs Inizrnaiional Burzan of WIPQ, 34 chiemin da: Colombeiies
1211 Geneva 20, Swiizerland, Facoimile Tlo. <41 22 338 £270
For more dztailed instructions, sca thz notss on the aceorapenying cheet.

2. D The applicant ic haraby aotified that no iniemaiional cearch repori will be 2tabliched and thai ths dzclaration under
Ariicl: 17(2)(2) to that si¥ect and the writizn opinion of thz Imzmuional Cearching Auihority ars ransritied herzwiih,

(V)

. D With regarvd io the proiest againsi paymen of (an) addiioual {z2(s) under Pulz 40.2, ihe spplicant iz notifizd ihak:

the protest togather with the dzcizion thareon las bean rancmivzd 1o the Intzmaiional Burean together wiih the
applicani’s request to forward the texic of bail the proieet and e desision theveon o 1he dssignatad Ofiices.

D no dicision has been madz yat on ihe proiesi; the applicant will be notified ac coon 22 4 desision is mads.
‘
4. Reminders

Chorily afier the expiraiion of 18 months from ihe pricrity dats, the internaticnal applicaiion will ba publiched by the
Y b € 3 - P e appitah P! - /

Intzrnational RPurzaw. If the applicant wichz: to aveid or posipone publication, 4 notice of withdrawal «f the international

application, or o the priority claim, fiuei rzach the Tnismaional Bursau as provided in Pules 90bis.1 and 90bis.3, racpaciivaly,

Leforz the coraplation of the technical preparations for iniernational publicaiion.

The applicant may submit comments on an informal bacic on die wriiten opinion of ihe Inizmaiional Scarching Authority to ihe

International Burcau. Thz Intzmational Burzau will send a copy of fuch commzn.s 1 all designaied Officer valesz an

international preliminary examination repori has bean or iz to be su.ablichzd. Theez commenis would alto bz made available io

the public but not belore the expiration of 30 monihs {rom ihe priority daie.

Within 19 menths frem the prioriiy dsiz, but only in rzspect of some designaizd Oliices, a dzraand for interaational preliminary

examination must be filed i7the appliczai wighae 10 posipons ihs enay inw thz nadonal phacs uniil 20 menths from ihe priority

date (in some Qiiices even latar);, othzrwise, ihe applicant muc., within 20 manihs {vor ihe priority dale, perform the prescribed

acis ior ealry inio the national phess before those designawcd Offices.

In respect of niher dzsignaizd Oiczs, the time limii of 30 months (or lzier) will apply even if no demand iz filed within 19

months.

Eee the Anne:: to Forim PCT/IE/301 and, for details abou: the applicable iime limis, Office by Office, see the FCT Applicant s

Guidz, Volume 11, Mational Chapiers and the WIPO Iniernci sie.

MName and mailing addrass ol ithe ISA/US Auihorized officer:
Mail Stop PCT, Attn: ISA/US i
Commissioner for Patents

P.O. Box 1450, Alexandria, Virginia 22313.1450 PCT Helpdesk: 571-272-4300

Facsimile No. 571-273-3201 PCT OSP: 671-272-7774
Form PCT/ISA/220 (January 2004)

Lee W. Young

(See notes on accompanying sheet)
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Article 18 and Pules 43 and 44)

Applicant’s or agent’s fils reference FOR FURTHER see Form PCT/ISA/220
AMBX-0154.00PCT ACTION as wezll as, whars applicabls, iier 5 below.
Intzimational application Ho Iniemational ling daiz (daylanonth/yzar) (Earlizz:) Priovicy Dale (day/month/yzar)
PCTAUS 09/51388 27 July 2009 (22.07.2009) 23 July 2008 (23.07.2008)

Applicant
AMBRX, INC.

. . . . ! Sl . . . . . . . e . -
Thiz international szerch repori has bzén prepared by ihis Iniemaziional Searching Auihority snd it ronzmiiicd to the applicani
according to Article 18, A copy is being transmiticd io ihe Inigimaiional Bureau.

.'I
Thic internaiional search repoit concisis of a toial of b sheais.

D It is also accompanizd by a copy of sach pidor ari decurment cited in this report.

1. Dasis of the report
a. With regard \o the languags, ihe iniemaiional szarch was carrizd oui on the basiz of:

thz intemaiional applicaiien in ths languag: in which ii was filed.
I

L—_] 2 translation of the intemaiional application aie which iz the languags: of
a franslaiion furniched for the purposes of in‘erzaidonal search (Tuls: 12.3(a) and 23.1(b)).

b. [] This international cearch report has been zrtablizhed isking inio sccount the reatificaiion of an obvious misiale
auihorized by or notified to ihiz Avihority undzr Pule 91 (Tule 43.55is(0)).

c. With regerd (o any nucleotide and/er amino acid sequence discleszd in ihe iniernsiional application, sec Eox Mo, L
2. D Certain ¢laims were found unsearchabl: (zez Box No. II).
3. Unity of invention is lacking (z2: Box No. III).

4. With regard io the title,
the texi is opprovad ac cubmitizd by ihs applicant.

the text hat been 2ciabliched by thiz Auihority io v2ad ac follows:

e

5. Wiih regard io the abstract,
[Z] hé tewt is approved as cubmitied by ihe applicant.
D the text has been establichad, aceording to Pule 38.2, by ihis Auihority as it appzears in Box Ho. IV, The applicaint
may, within ong rnonth {rom the datc of mailing of this iniernaiional search report, subimii cormenis 1o dis Auihority.
6. With regard to the drawings,
a. the Agure of ihe drawings to be published with the abcirac. iz Figure No.
D as suggested by the applicant,
as selectad by this Authority, because the applicant filed to suggesi a dgure.
D as selected by this Authority, because ihis figure beiter characierizes the invention.

b. none o the Jgures ic io be published with the absiract.

Form PCT/ISA/210 (first sheet) (July 2009)



INTERNATIONAL SEARCH REFORT [nicmaiional application No.

PCT/US 09/51388

Bax Mo. 1 Mucleotid2 and/or amine acid sequence(s) (Continuaiion of item 1.¢ of ihe first cheet)

1. Wiih regard io any nucleoiide and/or amine acid sequence disclosed in ihe international applicaiion, the inicrnaiional scarch was
carried oui on the basis ol a sequence lisiing filed or furnished:

a. (means)

X] on paper

z] in electronic form

b.  (time)
in the iniemaiional applicaiion as filed
X] iogether wiih the iniernational application in elecironic form
D subsequenitly io this Autfority for ihe purposes of search
2, D In addiiion, in ihe case that more than one version or copy of & ssquencs listing has baen {iled or furnished, ihe required

statemenis that the informadon in the subsequeni or additional copiss i3 ideniical to that in the applicaiion as iiled or does
no: go beyond tha applicaiion as filed, as appropriais, werz furnished.

3. Additional comments:

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 2009)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT Iniernational applicaiion No.
PCT/US 09/51388

I
Box Mo, IT Observations where ceriain claims were found uncearchable (Coniinuation of fiem 2 of {irst sheet)

This intemz’ional search repor: has not been esiablished in respeci of osrizin claims under Aricle 17(2)(a) for ihe following reacons:

1. D Claims Nos.:

becausc they relate w0 subjeci rat.er no: requirad io be searched by thiz Authority, namely:

2. D Claims Nos.:

becausz they relaic to geric of the iniemaiional application thai do not comply with ihe preceribed requireriente io such an
exieni thai no meaningiul iniemaiional scarch can be carried oui, specifically:

3. D Claims Nos.:

because thzy are dependent claims and are not dralizd in accordancs wiih ihz cecond and ihird ceniences of Tule 6.4(a).

Box Mo, T11  Obcervaiions whers unily of inveniion is lacking (Coniinuadion of item 3 of first sheet)

This Iniernaiional Szarching Authoriiy fiund muliipls inveniions in thic iniemational applicaiion, as follows:

This application containg the Wllowing invantions or group? of inventions which are nat 2o finked a2 (o form a <ingls gsnaral inventiva
concapt under PCT Ruls 131, In ordar for all invaations {o bz xzminad, ths appropriats additionzl cxamination fzzs must be paid.

Group |: Claimz 1-10, 16, 22-53, 53-63, 71-78, and 82-104, dirgaizd 1o & boving GCIF polypaptide comprising one or mara non-
naiurally encoded aming acidz, limited o wharsin the non-naturally encodsd aming acid is sabstiuted before pasition 1 of SEQ 10 HOD:
1, or the corresponding amino acid of SEQ 1D NO: 2.

[N

- Please sce 2xira shact for continuation +

-,

. D A all pequired additionsl search fzez werz timsly paid by ihe applicant, thiz intzmationsl cearch repori covars all szarchablz
claims.

2. D A.c all scarchzble cleim: could be cearched withowi eifori jusiifying addiiional {zcz, this Auiliority did noi inviie paymeii of
additional fees.

. Ac only tome of the requirsd addiiional cearch 2z ware timcly paid by the applicant, thie iniemaional ccarch woport cavers
only thezs clairaz for which %3¢ were paid, spscifcally claims Nos.:
1-10, 15, 16, 21-83, 56-G8, 71-76, and 81-104, limitsd 10 modification bstore the n-fsrminus or st razidug 123 of SEQ 1O HO: 1,
or the corresponding residuss in SEQ 1D NO: 2.

w

4, D Mo required additional ezarch fzzs were timzly paid by the applicant. Consequenily, this inicrnaiional scarch repori is
resiricied 1o the invention firsi meniioned in the claims; it is covered by claiiis Nos.:

-

Thez additional scarch lzes werz accompanied by the applicani’s proics: and, where applicable, the
payment of a protest fee.

Permarl: on Proteet

The additional szacch fzas were accomapanied by the applicant’: protesi but ihe applicable protest
fee was not paid within ihe time limii specified in the invitation.

O O4

Ho protest accompanied the payment of addiiional search fzes.

Form PCT/I3A/210 (coniinuaiion of {irst sheei (2)) (July 2009)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT [incimavional applicaidion No.

PCT/US 09/51388

£ CLASCIFICATION OF CUBJECT MATTER
IPC(G) - AGTK 38/00 (2010.01)
LISPC - 530/399; 514/2

According io Inicmaiional Paten; Classificziion (IPC) or to boili naiional classificaiion and IPC

B.  FIELDS SEARCHED ‘

Minimura docuracntation scarchizd (clagsilication syctem Zollowd by clascificaiion cymbols)
USPC: 530/399; 514/2

Documezntation szarched other than minimum documzntation to the zxtznt that such documenis ar: included in the felds searched
530/399; 514/2 (text search)

Electronic data base consultcd during the international ceerch (naras of data base and, where pracicable, scarch terme uzad)
Electronic data bases: PUbWEST (EPAB, JPAB, LISPT, PGFE); Gooygls Tcholar, GanCore Saquancs Search (AA)
Search tzrmag: G-O5F, biving G-CSF (bG-CSF), nan-naturally encoded aming acids, FEGylalion, Threaning 1335, Q-glycosylation

C. DOCUMENTS CONCIDERED TO PE RELEVANT

Caicgory* Ciiaiion c:fdocumcni:, wich indicaiion, whers appropriate, o) thz relevani pascages [relevant to claim No.
X S 2003/0146731 AT (CHO 3t &l) 19 Junz 2008 (19.05.2003). Espscially para [0041], (0053, | 71, 72, 87-80, 92-95
--------- [0057], [0053], [(0060-0077], [0083), [01:11], [01E], [D22€), [0459], [0533), [D5E63], [0569)
Y 1-10, 15, 16, 21-53, 56-
€8, 73-76, A1-86, 91, 65-
104
ke US 5,849,882 A (BOOUNE ef al) 15 Decambar 1993 (15.12.1903). Ezpecially cal 10 In 22-49 1-10, 15, 18, 21-83, 58-
G3, 73-74, 81-38§, 91, 96-
104
Y US 2005/0142102 A1 (SCHAEBITZ). 30 June 2005 (30.08.2005). Ezpecially SEQ 1D MQ: 32, 10, 15,16, 21, 73-75, &1-
86
Y Tha MGC Projsci Tam. Thi statug, quality, and sxpansion of hs MIH full-lapgth sOMA preject: | 18, 21, 8t

the Mammizlizn Genc Caollzclion (MGC). Genorng Fes Octobar 2004 Vol 14 Pages 2121-2127.
Abstract only and TrEMBL Accession number Q8HAWS,

L LHIPROT/HB. Q@MIWI3--Colony Simulating Factor 3 (Granulocyte). 1 Octoksr 2002 [wlina] 15, 21,81
[Retiavad 11 Janaury 2010]. Availabla en tha internat; <\JRL:
hittp:/vw. aniprot. org/uniprat/QANAW2s. Espzcizlly saquenca pg 2. Frovided in support of tha

link helwaan tha MGC Projgct Tzam docurmant, and the sequences of G-CSF.

I::I Furiher documenis are lisicd in the coniinuaiion of Box C.

[

hd Special categories of cited documents:

“A" docuincnt dzfining the gencral tiaiz of the ari which is noi concidered
to be of pariicular relevance

“E"  earlier application or patent but published on or after the intemational
filing date

"L document which may throvy doubts on priority claim(s) or which iz
cited to establish the publication date of another citation or other
special reason (as specified) .

“O" documnent refersing to an oral di:closhre, use, exhibition or other
means

“P"  document published prior to the international {iling date bui laier than
the priority date claimed

“T"  laier document published aler the inicraiional filing date or priority
date ond nol in conlici with the application bul ciied (o understand
the principle or theory underlying the invention

"X docunment of particular relevanee; the elaired inveniion cannot be
considered novel or cannot be considered to involve an inventive
step when the document i taken alone

“Y" document of particular relevance; the claimmed invention cannot be
considered to involve an inventive step when the docurmient is
corabined with one or more vilier such decuments, such combination
being obvious to a person skilled in the art

“&” document member of the same patent family

Datz o the acival completion of ihe intsraational szarch

11 January 2010 (11.01.2010)

Daie of mailing of the intemational search repori

13 FEB 2010

MName and mailing addvess ol the [SA/US

Mail Stop PCT, Attn: ISA/US, Commissioriar for Patents
P.Q. Box 1450, Ale:andria, Virginia 22313-1450
Facsimile No. 571-273-3201

Auihorized officer:
Lee W. Young

PCT Helpdesk; 571-272-4300
PCT OSP: 571-272-7774

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 2009)
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INTEPNATIONAL SEARCH PEPORT Imernarional application No.

PCT/US 09/51388

Continuation of Box Iil: Lack of Unity of Invention

Group II: claime 1, 11-13,16-19, 73 and 76-79, directad to a bovine GCSF palypaptids carmpriging ang o marg non-naturelly sncodzd
amind acids, limitad i whergin the non-naturally ancaded armino acid is subsiiiuied at residaz 3 of SEQ 1D MO: 1, or the correspanding
amino acid of SEQ ID NO: 2.

Group Wiz clairns 1, 14, 20, 73, 76 and £0, diract2d to a bovins GCSF polyneplide comprising on: of more non-naturally encodad amino
acidls, limited to wherain ihs non-naturzlly ancadad aming asid is zubstiiuted at rezidus 62 ol SEQ ID MNO: 1, or th3 carrespanding aming
acid of SEQ ID NO: 2.

Group IV claims 1, 15, 21, 73, 76 and 81, directed to a boving GCSF polypaplide camprising ans or ror2 non-naturally ancoded amino
ecids, livaitzd to wheren th2 non-naturally encoded amino acid i3 2ubstivizd &f rzeidue 132 of SEQ 1D MO: 1, or ths corrzepanding
amino acid of SEQ ID NO: 2.

Group V: clairns 54, 55, 69 and 70, dirzctzd to an isalat2d nusleic acid that encndzs a bovine GCSF polypsptide.

The inveniions listed &g Groups | - V dio not ralate 0 a single gensral inveniive concepi wndzar FCT Fule 13.1 besauss, under PCT Rule
13.2, thzy lack ths same or corrssponding spcial tzchnical featurss for the following r2asons:

Thz epacial {zchnical f2aturs of ths claims of Groups IV s a bovine GCSF polypepics comprsing ong of mors nan-naturally ancodzd
amino cids, whersin sach Group iz directed to a polypeptde cormpricing a modification at a epeciic rasiduz. The epecial technical
featura of the Group V claims i3 an isclated nuclzic acid encoding a bovina GCSF polypaplide.

One commizn 12chnical elament sharad by the above growps is that they are related to bovins GCEF polyp2piidas having non-natural
arming asids. This coraraon technical 2lement dos: not reprzsant an iraprovamsat avar ths prier ar of US 2004/0006945 A1 to Dahiyat
et al. (392 para [0059], [ONEN], [0086] and [0152])). The Groups zhare a furth2r common technical element of bizing smodfizd formis of a
pariicular initial aming acid sequince. Howaver, this cormmon tashnical slemant dozz not repee sent an improvaraant over thz prior art of
US 20040141946 Al to Scheobilz ¢t al. (sez para [0058], [005€E], [0057) and SEQ ID MD: 32 in coraparison o Applicants’ SEQ ID NO:
1). Thergfore, ths inventions of Groupe |- V lack unity of invenion under PCT Rule 12 because ihey.do not shar? a sams or
corresponding special technical feature.

2

Mote: Applicanis may &l2ct for further randifi = sequenczs o be

erchsd by zpecifying the pacicular r2zidus at which tha medification
may e mads, and by paying an sdditionzl invzniion f23 for ac

zlzcled sit: of modiiication.

Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (July 2009)
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az Patent Application Publication o) Pub. No.: US 2008/0146781 Al

a9 United States

CHO et al.

(43) Pub. Date: Jun. 19, 2008

(54) MODIFIED HUMAN FOUR HELICAL
BUNDLE POLYPEPTIDES AND THEIR USES
(75) Inventors: Ho Suag CHO, San Diegu, CA
(US); Thomas O. DANIEL, La
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DIMARCHI, Carmel, IMT (1US);
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Marino, CA (US); Bee-Cheng SIM,
San Dicgo, CA (US); David C,
LITZINGER, Poway, CA (US)

Correspondence Address:

ATTN: JOHN W. WALLEN, I1I

AMBRX, INC,

10975 NORTH TORREY PINES ROAD, SUITE
100

LA JOLLA, CA 92037

(73)  Accignes: AMBRX, INC., La Jolla, CA (US)

(21)  Appl No.: 11/874,800

(22) Filed: Oct. 18, 2007

Related U.S. Application Data

(63) Coniinvation of applicaiion Ho. 10/587,371, filed as
application He. PCT/UTE2005/0035%7 on Jan. 28,
2005.
(60) Provisional applicauon Ho. ¢0/541,523, filzd on Feb.
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175, filed on Jun. 18,2004, provisional applicaion Ho.
60/520,823, filed on Jun. 1, 2004, provisional appli-
cadon Ho. 60/655,616, dled on Diec. 22, 2004,

30 Foreign Application Priority Data
g0 ApPP
Jam. 28, 2005 (US) i PCT/US05/02537

Publication Classification

(51) Int.CL
CO7K 14/00 (2006.01)

G R A I & N 530/350
(57 ABSTRACT

Modifizd human four helical bundle (4HB) polypepiidas and
veas therzof are providasd.
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United States Patent‘ [19] (11 Patent Number: 5,849,883

Boone et al,

[45] Date of Patent: Dec. 15, 1998

METHOD 'OR PURIFYING GRANULOCYTE
COLONY STIMUILATING FACTOR

FOFEIGH PATENT DOCUMENTS
0010457 11/1939  European Pat. Of, ... 5307351

[75] Inventors: Thomas C. Boone, Mewbury Park; 61-045010 8/1986_ Japan . v
Allan L. Miller, Glendale; Jeflrey W. OTHER PUBLICATIONS
Andresen, Ventura, all of Calif. Marston. Biochem. J. 240:1-12, 1986.
21 A emio e . Sofer et al. Biotechniques 1:198-203, 1083,
(73] Assignze: Amgen Inc., Thousand Ofl:5= Calif. Colony Siimulming Facorz, ed Deaar, 1990, pp. 22-90 and
92.
[21] Appl. No.: 647,391 Mezizall, Iimanol. Zell. Biol 65 (Pu 1) 1937, pp. 55-43.
. oo . Van Brumt, Bio/Technalogy, vol. 7, 1929, . £59.
(2] Filed: May 9, 1996 Fujisawa ct al, Jpn, J Cancer Res. 77, 1926, pp. 266-069.
Related U.S. Application Daia Platzar ot al, Blur 54, 1987, pp. 129-136.
Primary Exominer—Llizabeth C. Kemmersr
[62] Division of Ser. Ho. 383,533, Fab. 1, 1995, abandoned,  Adorney, Agani, or Firm—Craig A Crandall; Sicvin M
which is a continuation of Ser He. 12,124, Feb, 2, 1993, o: R ar
abandoned, which is & continuation of Scr. No. 348,011, Odre; Ron K Levy
May 9, 1929, abandoned, which i3 & continuation-in-part of {57] ARSTRACT
&er. Ho. 193,357, May 13, 1933, almndon‘cd‘
) : Proccrses for izolating and purifying granulocyt: colon
c G )l 14 twild o, £ f y £ 2 y )’
(51] TInt. CL C(Jylzl{ll?a/omét?;)]zli-'tl//’l;; sumulating factor (SG-28F) from a G-CSF producing micro-
i ’ v Banis e dizeloze ¢ simplific ° includs
(521 US.Cl S30/412; 550/416; S3/417: OIganIIM ar: chuclo-‘.d. The ..,uuphﬁ,d procsazeg include
Jaf R Ble s “s ;_': ::_ > Jj‘_ = sieps of lysing ths microorganizm and ceparating insoluble
o . JJO/’_il;""_-“-’/G?jS material containing G-CSF from 3olubls proteinacecus
{581 Tield of Search ................. S aaO/J:LI: 412; matcrial; exiracting ths material with dsoxycholate
5307410, 417, 435/62.5  (oprionally); solubilizing snd oxidizing (be 5-25TF in the
(56] Ref Cited prezznce of a denaturant solubilizing agant and an oxidizing
56] eferences Cite

U.E. PATENT DOCUMENTS

4,764,504 21922 Johnson et al. ... S14/12
4,210,642 3/1989 30uTd v .
5,047,186 31991 Masumote 2ol v S

agoni; romoving the denaturant solubilizing agent frow the
3-C3F; zubyjzeting the G-CSF to lon sxcbange chromatog-
raphy; aod recovering the purifisd G-CSF; yot excludes
othsr cwabsarcomes purification steps.

7 Claims, 32 Drawing Sheets
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Schaebitz et al.

(43) Pub. Date:
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(54)

(75)

(73)

METHODS OF TREATING NEUROLOGICAL
CONDITIONS WITH HEMATOPOEITIC
GROWTH FACTORS
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Filed: Jun. 30, 2004

Relaied U.S. Applicaiion Data
Continvaiion-in-pari of application Mo, PCT/AB03/
06446, filed on Dec. 31, 2003, which is a continua-
tion-in-pari of application Mo. 10/659,295, filzd on
Szp. 11, 2003, which iz a continuation of application
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doned.

Publication Classification

Int. CL7 e AolK 38/19; A6117 323/20
US. Cl i 424/85.1; 424/25.2

ABSTRACT

The precent invention relatzz to a meihod of (roating a
neurological condition in a mammal by awdminisiering at
least ons hematopoistic growth factor.
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Display 3attings:  Abstract
Genormea Faed, 2004 Do 14(108): 2124-7.

The status, quality, and expansion of the NIH full-length cDNA
project: the Mammalian Gene Collection (MGC).

Gerhard D=, Wagner L, Feingold EA, Thenmsn CM, Grouze LH Sehudsr G, Flein 20, Qld 2, Pazooly R, Good P, Guyer M,
Fack AM, Derge J&, Lipman D, Colling F3, Jang W, Sherry I, Feala M, Mizquitiz L, Lee B, Rotmisirovsky F, Sreeniut SF,
Sohasfzr OF, Buziow b, Bonnzr T, Hawzalsr D, Fant J, Fiskhaws M, Furey T, Brent M, Prange S, Schraiber b, Stapite N,
Bhat MY, Fopkine FF, Faie F, Drizooll T, Soares ME, Casavani TL, 3cheztz TE, Brown-gizin MJ, Usdin TE, Toshiyuki 3,
Carninzi P, Piac "', Dudebuta DE, Fo M3, Fawakami b zuki o, Suganc S, Grubes CE, Smith ME, Simmons B, Moors T
Watsrman B, Johinson 3L, Fuan ™y, Wi LL Maihavan 3, Gunarains PH, Wu J, Garcia AM, Hulyk EW, Ful E, Vuan v,
Snsad A, Fowis Z, Hodgson A, Muzrny DM, MzPhersaon J, ';uhbo F&, Fahey J, Falton E, Faiternan M, Madan A, Fodriguss
g, Sarchaz A, Whiting M, Madari &, WVoung AT, Weiherby FD, Granite 3J, Fwong P, Brinklsy CF, Pzarsan FL, Bouliard
GG, Blakasly FW, Gresn ED, Dickaon M2, Fadriguzs &C, Grimwood J, Schrmutz J, Myars BM, Butierishd r'S, Srifiith M,
Griffith DL, Froywinski M, Liso H, Morin B, Palmouist D, Petrescu AZ, Shalska U, &mailus DE, Stoti JM, Schinerch 2, Schain
JE, Jonas SJ, Hali R4, Baross A, Marra MA&, Clifton 3, Makowshi F4, Bosab 3, Malsh J; MSC Project Toam.,

Erratum in:

Garome Fas, 2005 Jurg 16(5):204, Morrin, Fyan [correctad ta Morin, Fyan].

The Hational Institutas of Haalth's Marmmalian Gene Zallzstion (MGC) projzct was dasignsd to gensrate and sequsncs a
publicly acoezsible cDHA regource sontaining a complate open reading frama (DFF) for avery buman and mouse gane. Tha
project initially wsed a randorn stratsgy to eshaot Slonas from 9 1args rumbar of SDHA brarkss from diversa tissues,
Candidate clonzs wers chosen bazed on 5-EST sequaries, and then fully 53quenced to hgh accuracy and analyzed by
algarithma davelopad fior this project. Curranily, more than 11,000 human ard 10,000 mouse gonas ars raprassntzd in MGO
by at lzast one clone with a full OFF. The random selsction approach is row rsaching a3 zaturation point, and a transition to
protocnds targetzd at tha missing transcripis i3 now regquired to complats the mouss and hunan eollzctions. Comparisaon of
the sequanie of thy MBS chonas to relerence Jennma sequanzess ravaals that most SONA dones are of very high sequznoa
quality, althzugh it is liksly that soms cDHAs may sarry missenss variants a3 a consaquencs of exparimantal artifast, such as
PCR, cloning, or raverss transcriptase errars, Resently, 3 rat sDNA somponent was addad to the projeit, and angoing frog
(enopus) and xebrafish (Dario) cOHA projects wera erpandad 1o take advantage of ths high-throughpat MGT pipatina,

PMID: 12323234 [PubMad - ind:sd for MEDLINE] PMUID: PMCA289238
Publication Typas, M=SH Terms, Substances, Grant Su;‘apon

LinkQut - mare resourcas

of 1 1/12/2010 11:22 AM
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WRITTEN OPIMNION OF THE International application No.
IHTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/US 09751333

Box Mo. I Gasis of this epinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of
Z] the international application in the language in which ii was filed.

D a translation of the international application inio which is the language of a
translation furaished for the purposes of iniernational search (Rules 12.3(a) and 23.1(b)).

2. D This opinion has been ectabliched taling inio zccoun: ihe rectification of an vbvivus miziale authorized by or notified
to this Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1(a))

2. With regard to any nucteotide and/or amino acid sequence disclosed in the internaiional application, this opinion has been
established on the basis of a scquence listing {iled or furnished:

a. (means)
‘—X] on paper
in electronic form

b. (time)

in the international application as fled

together with the international cpplication in ¢lectronic form

R

subsequenily io this Autherity for ihe purpeses of search

4. I:] I addiiion, in the casc thai more than ons version or copy ol a sequence lisiing has bzen filed or furnishad, the required
ctaiemente that the information in the subsequent or additional copize it identical to that ti the application a3 filed or
does not go beyoind the spplication as filed, az appropriate, were furnished.

e

5. Additional comments:
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
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INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/US 09/51388

Box Mo. IV Lack of unity of invention

i E In responze ig ihe invitation (Foria PCT/ISA/206) (o pay addidonzl fezs ihe applicant has, withia ihe appicable iime limit:
E naid additional fees
D paid additional fzes under protest and, wherc applicable, ihe proiesi fec
L__l paid additional lees under proiest bui ihe applicable protesi fee was noi paid
D not paid additional fees

2. D This Auhority found thai the requirement o unity ol inveniion is noi complied wiih and chose noi (o invite the applicani io
pay additional fees.

3. Thic Awhoriiy considers that the rsquiremeni of unity of inveniion in accordance with Tulz 12.1, 12.2 and 12,3 is

D complied with

AV . o e - .

not complizd wich for the following reacons:
Thiz application containg ths follswing invantions or graups of inventionz which ars not so linked az o form a singlz general inventive
concept undzr PCT Rula 13.1. In order for all invantions to be examinsd, the appropidate addiional 2:amination 383 ruzt be paid.
cied 1o 2 bovin: GOEF polypeptide comprising one or mory non-naturally
ded arnine goid iz subatituted b2fors position 1 of SEQ 1D NO: 1, or the

Group |: Claims 1-10, 16, 22-53, 668-63, 71-76, and 82-104, dire
ancodad amind acidz, limizd (o wiarsin tha non-nacrally enco
corresponding aming acid of SEQ 1D NQ: 2.

Group II: claimz 1, 11-13,16-19, 72 and 76-79, dirscted to & bovine SC3F polypaptid: comprising ond o rors nsn-naturally tnesd:d
armina acidz, limited (o wherzin the non-naturzlly zncaded amino acid is 2ubsiituizd af residue 3 of SEQ 1D NO: 1, or tha corresponding
amine acid of SEQ ID NO: 2. '

Group 1I: claims 1, 14, 20, 72, 76 and 80, diracted to & bavinsg GCSF polypeplids comprising @n? of more non-naturally encaded aimino
acids, limited 1o wherain tha non-naturelly sncoded amino acid i cubstitutzd at residus 62 of SEQID MO: 1, ar the Sorrazponding aming
acid of SEQ ID NO: 2. '

Groug IV clzims 1, 18, 21, 73, 76 and 61, direciad to 2 baving GCSF polypepiide comprising an: a wore non-naturally anccdsd aming
aclds, lmitsd 12 wharain the non-naturally snesded amino acid ie substitutzd al residus 133 of SEG 1D 1D: 1, or the sorregponding
aming acid of SEQ 10 NO: 2.

Group V: claime 54, 55, 88 and 70, dirzctsd to an [salalsd auclele acid that ancodss a bovinag SCEF polyp:ptid s,

Tha inventione listzd ag Grouf: |- V di not ralaws taa single ganeeal invintivas concept under PCT Ruls 13,1 besausa, undsr PCT Ruls
13.2, thay lzch thi 3ams ar corvazponding spacial tachnical featurze for th: fallawing raasons:

Tha spzclal tachnical tzature of ths clzsims of Groups -V is a bovinz GGSF polypsptidz comprising ane or mor: non-naturally zncadsd
aming acids, whiriin gach Group ie diracted to a polypzplide cornpiizing a maodification at a zpecific residue. The special tschnical
feature of tha Group V clsime is an izolated nucleic aid encoding a boving GCEF polypaptida.

2

Oing commaon technical elemant shared by the above groups Is thzl thsy ars r213i2d o bavins GLEF polypeptide s having nan-netural
aring acide. This carmmon technical elamzal doss ool raprasini &én improvemznt ovar iz prior art of LS 200/0036945 A1 to Dahiyat ¢t
al. (s8¢ para [0059], [0040], [0038] and [D132]). Th: Groups sharz a furiher comman tachrical elzrment of being modificd formz of a
particular Initial aming acid staqueniss. Howsver, thie camman tachnicel slamsnt 90as not raprae snt an improvinisnt avar tha prior art of
US 2004/071 41346 Al w0 Schasbitz ¢ al. (222 para [0055], [0055), [0057] and SEQ D M n comparison o Applicants' SECHD 1WD:
1). Theretare, the invintions of Groups 1 -V lack unity of invsnticn undsr PCT Ruls 13 becauss thay do riat share a zam2 or
corrasponding spaaial tachnical featura.

Note: Applicants may clect for furthzr modifisd szquences to be searchad by spacifying th: particular rssidue at which th: modfication
may s rad:, and by paying an additional invention fzz for each szlzcted zite of madification,

4. Conscquenily, thic opinion has been esiablished in respec: ol the following paris of thz internaiional application:
D all parts

\ . .
the paris rzlaiing io claimz 1os. 110, 15, 16, 21-53, 53-68, 71-76, and 81-104 (z23 abovz Groups | and V).

Form PCT/ISA/237 (Box Mo. 1V) (July 2009)
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WRITTEM OPINION OF THE Intermmational application No.

MNTERD. 0 CIHINO 8 /
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/US 09/51388

Box Mo. V Reasoned statement under Ruls 435ir.1(a)(i) wiih ragard o noveliy, inveniive si2p or indusirial applicability;
citations and explanations supporiing such siatement

1. Statemnent

Hovely (1) Claiins 1-10, 15, 16, 21-53, 53-66, 73-78, 31-83, 91, and 96-104 YES
Clairas 71,72, 87-90 and 92-95 NO

Inveative step (IS) Claims NONE YES
Claims 1-10, 15, 16, 21-83, 56-G8, 71-76 and 81-104 NO

Industiial applicability (LX) Claiss 1-10. 15, 16, 21-53, 5668, 71-76 and 81-104 YVES
Claims NONE NO

2. Citations and explanations:

Clairnz 71, 72, £7-90 and 92-95 lack novelly under PCT Ariicls 23(2) 13 baing anticipatzd by US 2008/0146731 Al to CHO et al,
(heremafter *Cho").

A3 to clzim 71, Cho t3achzs a misthod of mehing a bG-CSF polypapticds ,n-npri;ng a non-néturally sncadzd aming acid, the mathod
comprising, sulturing cellz comprsing a polynaclentide or palynuclzotide: :ncading a bG C3F mlypq)tvdu rompmmg a szlzctor codon
(para [0066]; *In soime srabodirmants, the salector codon is selzsied from ths group consisiing of an ambar codon, achirs cadon, opal
codon, & unigua codon, a rar: codon, end a four-bas: codon”) und:r sondivang i parmit @:pression of ths BGE-G3F polypapids
cornpriging & nen-naturally sncodsd arming £eid; end purifying tha bG-CSF palyp xdida (pare [0077]; “Tha prasent invantion 2ls wrovides
mathods of razking 2 AHB polypeptide comprising a non-naturally encadsd amino asid. In some mbediments, the mzihods comprise
culturing rzils eompiizing a palynucle oticls or polynud--otidw encoding & HB polypeptide, an orihogonal RMA synth ztaze and/or an
orihngonal tRMNA under conditionz to permii sxprassion of thy 4HEB polypeptide; and purilying ths 4HE palypsptice Iroen the calls and/or
culture medium”).

As 10 ¢laim 72, Cha a mathod of modulatmg gzrum half-lils or sirculation ime of 2 bG-C3F polypzptde, the msthod somprising
substituting one o fors nun n’nurolly ancodsd zming acids for any ons or mioes naturally accurning aming cidz in the b3-CSF
polypaptidz (para {0053] [(0079); “The presant inventian also pravidss mathods of incraasing therapeutic half-lite, zormm hali-lits o
circulation time of 4MB palypaptides®).

As o slaim 87, Cho tzachss thai bG-O3F pulyp-.ptidu COMPAging ons of More amindg acid substitution, addition or delation that increages
the seprazsion of the bG-CEF polypaptide in 2 racarbinant hodt cell (pars [DOS3]).

A3 to clalm 53, Tha teachas thel bG-CEF polypepiide compriging & waisr soluble polymar linkad by a covalent band 1o ths 3-C2F
polypeptids at 2 singls aming acid (para [00£3)).

Az to clairn 39, Cha further tzachos that the watsr solubls polymar comprizss a paly(zlhylan: glysol) moicty (pais [00-43)).

Az to elsir 90, Cha further tzachzs that tha ering acid covalzntly linked (o the waisr zolulds polyrzr iz 2 non-nzturelly sncodad aming
acid (para [0052]; “In somz ambodiments, ane or mors aon-naturally ocouiring aming acid 2t thzse or othar positions i3 linkad to a watar
soluble polyrer”).

A3 to claim 92, Che taachzz that bG-CSF polypaptida coriprsing at lsast one linkze, palymar, o biolsgically activ: molzculs, wharsin said
linkar, polyrazr, ar bislogically activz moteculz Is attachaed 10 the polypzptid: through & functional group of & non- naturally ancoded aming
acld fbagomally incarparatzd into the polypzplids (para [0033); "The prézent invinticn providas & polypsptida comprizing at least one
linkar, polymar, or biologiczlly active maleculs, wherein 2id inkar, palymar, or bialagically aciive mddzeuld ¢ alteshad (o th: palypeptide
through a functional group of & non-naturally sncoded aming acid ribasomzlly ‘neorporatad inta the polypentide®).

Ag to claim 92, Cha further teach2s that th: bG-CSF polypeptids iz monoPECYlaizd (para [0033); *In come smbadimants, thz palypzptide
is monoPEGylated"). .

Ag to claim 94, Cha tzechas that bG-CSF polypeplids comprising a fink zr, polymzr or biolagically active molaculs that is attachad (o ona
or more non-naturally ancodad aming acidzs whérein sad non-naturzlly sncoded aring acid 13 rbosoraelly incarparaizd into the
polypeptide at pre-selected cites (para [0033); ribosamailly incorporated inte ihe polypaptidz at pre-zelacied sites).

As 1o cleim 95, Cha furthar ieaches that the bG-CSF polyoaptids compri:cs one gzid linkar, polyrner, or biolagicaily active molecule (para
[0082]: “The present invzntion also provides a polypaptide corprising & linker, palyrar, or biologically zciive molecule thet s attachisd to
one or more non-naturally encoded aminag acia wharsin 3aid non-nziurally zncodzd amino acid is riboserally intorpareted into the
polypeptide at pre-selected sites").

Form PCT/ISA/237 (Bax No. V) (July 2009)
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PCT/US 09/51388

Box No. VIIT  Ceriain ohscrvations on the internaiional application

supported by the description, are made:

The folleaving obszrvations on the clarity of the claime, dzccription, and drawing: or on the quastion whether ihe claims are Ally
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
PCT/US 09/51388

Supplemental Box

In caze the space in any of the preceding boxes is not sufficient.

Continuation of:
0X

Clairag 1-9, 22-53, 56-68, and 96-104 lacl: an invantive slep acsording to PCT Aniclz 33(3) az obvious ovir Cho n vizw of 5,349,033 A to
BOONE et al. (herzinaftar "Boone").

As to claim 1, Boon: teaches a bG-CSF polypaptide comprising ona or more naiurally encoded amino 20dz substiiutions (col 10 In 32-49;
Altarnatsly, maodifications of genomic and cDMA genes are rzadily accoraplizhzd by wall-hnown sits-dirzcle d mutagenasiz techniques
which genarate anzlogs and darivativas of bovine G-CSF. Such producis share ai least ong of thz bislogical prap of bovine G-CSF
but may diffsr in othzis. Az examples, products of ths inveniion includa thoze which arz forezhorizned (¢.g., by ang); o thasa which
are mora stablz to hydrolysis (and, tharefors, have more pronouncs:d or longer Iaziing effacts than naturally ozcurring); or which have basn
altared to dzlsts ons (or rmora) notantial zite(s) far n-finksd or o-linked glycosylation (which resultin higher activitios for yeazi-produced
products); or which hav: ons or mare cystaing residues deleted or replaced (far sxample, by alanine ar szrine ragiducs) and ars mars
easily solated in activa form from microbial systzms; or which havs one ar mora tyrozing residues raplacad by phinyvlalaning and bind
maor or 1233 raadily to G-CSF recaptore on targ:t cells®). Boone doat not teash non-naturally encoded aming acids. Howsver, Cho
trachzs human G-CSF with one ar mers nan-naturally encod:ad aming aoids (para [0053); I some embodimantz, ona or mare non-
naturally eneodzd aming acids 2rs inserporated 'n ane or mors of the following pasiiionz in G-CSF: beiore position 1 (i.e. tttha N
terminus)®). An zrtisan of ordinary skill in the art would have readily appreciaizd thit non-naturally sncoidsd aming acide could have baan
incorparatzd into the biosyniheais of sith zr boving or huraan G-CSF, and that thzse wo milzcules shared sighificant amine &cid idzniity
and functiznal prenzrizs. Conzzquently, it would have bzan abvious (o ona of ordinary skill in the & to combing B3-CSF with onz or mare
amind acid substitutions, 53 taught by Boone, with non-naturally snood3 amino acids in G-CSF, 22 taught by Cha, with obzarvation of
artisen of ordinary zkill that non-nalural aring acids could ba incorparatzd into the biosynihesic of either boving or human G-O3SF,
because it would hav: snabled synthzzis of bG-C3F with snique and uaaful properties.

As to claim 2, Cho furthar teachas that ths bG-CSF polypepdida compriszs one or mians post-iranslational modifications (para [0065]; "in
soma embodimants, the 4HB agonist [i.z. G-C3F), partial agonist, antagonisi, partial antagonist, or i agoniai ormprises a nian-
naturally sneod 3d amino acicd and one or more pozitranslational modification, linker, polymar, or biologicelly aclive mnlesulz. In some
embadiments, the nan-naturally encodzd armine acid linksd to a waier solubls polyrer®; para [0002)° Family mzmbars are rioned to
harzin az “four halicat bundle polyp aptides® or *AHE® polype ptidzs. Whila thars aiz still mors miembars of the family yat to be identified,
enma mambars of the tamily ‘noluda the following: "granuldeytz-catony stimulsting factor (3-C3F)").

As to claim 2, Cho furthar teaches that the palypsplide is linkzd (o a linker, polymzr, ar biologically aciive maolsuls (pare (0088)).
A3 to claim 4, Cha furiher tzachss that th: palypeptids is linked to a watsr solubls palymar (para [0065)).
As 10 clairi 5, Ch further i3aches thel th: polypsptide is linked to 2 bifunciional polyrnar, bitunctionzl linkar, or 2t least ons additional bE-

SF polypeptid: (para [0041]; *In 3om3 smbadirents, ths JHE palypaptida iz linkzd to a bitunctional polymer, bifunction al finkar, or at
least one additional 4HB polypeptida”).

Ag t claim 8, Cha furiher lzachas that the bifunctional linkzr or polymar is linkad 0 a szcond polypapiids (para [0041]).

As 1o claim 7, Chao furthzr iashes that the sacond polypsptide i a bG-CEF polypzptid = (pare. [00-11]).

Az to cleim 8, Cho furihar teachs 3 that the water sotuble polyrasr camprizes & paly(athyl sne glyecl) moisty (para [042); ®In soma
embodirments, ths AHE polyp: ptide cormpizzs at b 33t twa amino acids link3d to a water salublz polymar comprising a poly(sthylzna
glysol) moisty. In soms embadimznts, at lzast ona aming acid i3 a non-naturally sncodad aminge ackd®).

Az 1o alzim 9, Cho furth ar taachss that ths water 2oluble polymar is linked to & nou-néturally ercodzd amina acid prazantin said b-GCEF
polypeptide (para [0053]; “In sorme erbadinme nie, ths non-naturally occurring aming asid at ong or more of theze pesitions is linked to 2
water soluble polymer”).

As to clair 22, Cha furthzr t3aches wharein whersin the bG-CSF polypaplide comprises ons or mars aming acid substitution, addition or
da2lztion that rodulaes affinily oiths bR-CEF polypepiids for & bG-CTF reeeptar (para (0057)).

As to claim 23, Boone furthzr tzachez that tha bG-CSF palyn: pide compris2s onae or mare 2mino acid substitution, addition or dzlstion

that ‘nersasse th stability or wolubility of the LG-CSF polypepiide (col 10 10 37-11; * As examplizs, producie of the invantion indludz thoss
which ars forechorizinad (e.9., by delations); or thas: which ars mare stabi 3 (o hydrolysia (and, thergtorg, have maors pronounczd or longar
lasting effects than naturally occurring”).

Ag to clairn 24, Cho further tzachzs that the bG-CSF polypzplidz comprizzs one or mors amino acid substitution, additon or deletion that
incraases ths 2xprassion of ths bG-CSF palypeplida in = recorabinant host £zl or synithesized in vitro (para [0058); *In somoe
embodiments, the 4HS polypaptidz camprises a cubstitution, sdd'ton, or dziztion thal increas2z the axprassion of the (HE polyp2ptids in
a host cell or synthesized in vitro").

As to clairn 28, Boon: futher teachs s that the bG-CSF nolypeptide cormprsas ong of rora aming acid substitution, addition or daletion
that increz.zes proteass razistance of the bG-CSF polypaplics (col 10 In 37-41),

--------------------- continued in next Supplemental Box

Forin PCT/ISA/237 (Supplemenial Box) (July 2009)

24



WRITTEN GPINION OF THE Intemational application No.
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Supplemental Box

In case the space in any of the preceding boxes is not cufficient.
Continuation of:
previous Supplemental Box

As to claim 26, Cha furthsr teachas that the non-naturally encoded amino acid is reactive toward z linker, polymer, or bislogically active
molesulz that is oiherwise unreactive wward any o) the 20 common aring acids 'n the polypepiid2 (paré (0067} "In some embodirmants,
the nan-naturally encod2d armino acid incdmparated into thz 4HB palypsptide is rezclive toward a linkar, palymsr, or biologically active
malecyla that ic otharwize unreactive toward any of the 20 common amino acids").

As to claim 27, Cha turther teaches that the non-naturally sncodad arning acid comprises £ carbanyl group, an aminooxy graug, a
hydrazinz group, a hydrazida group, a emicarbazide group, an azidz groug, or 2n alkyne group (para [0060); *In sorme srmbodimentz, the
non-naturally zreaded aming acid comprices a carbanyl group, an aminocxy group, a hydrazing group, & hydrazide group, a
szmicarbazide group, an azide group, or an alkyne group").

As tn claim 28, Cha furihar leachas that the non-naturally sncadad amine acid comprises & sarbanyl group (para [0080]).

As te claim 29, Cha furihzr teaches ihat tha non-naturally zncoded aming acid hea the struciura: wharain niz 0-10; R 1 is an alkyl, aryl,

subztitutad alkyl, or subelitutzd aryl; R2is A, an alkyl, aryl, subsiitulzd alkyl, and cubstituied anyl; and R2 is H, an amin acid, a
polypzptids, or an aminog terminus modifiestion group, and R4 i3 H, an aming &cid, a polypapticls, or a carboxy tziminue mad fication

group (para [0081]; *whircin ni3 0-10; R 115 an alkyl, aryl, subsiitaizd alkyl, or subativiad aryl; R2 2 H, an alkyl, aryl, zubsiitutzd alkyl,
and substituted aryl; and R2 iz H, 2n amino acid, a polypaptidz, or an aminc terminu: modification group, and R iz M, an amino acid, a
polypeptids, or a carboxy tarminus madification group).

As 1o claim 20, Tho furiher t2sches thai the non-naiurally ancoded amino zcid comprises an aminooxy graup (para [006J]).

A3 to claim 31, Gha further taaches that the nan-naiurally enced =4 amine acid comprizes 2 hydrazide group (para [0050)).

Az {0 claim 32, Cha further izaches hat ke non-naturally encod:d amino scid comprises & hydrazing group (para [2060]).

As to clair 23, Cho furthze teachzs that th: non-naturally encodzd amino acid residue comprizes & samicarbazide group (para [0060)).
Az (0 atz.m 34, Cho furiher igach3s hat the non-nawrally encadsd amind 2cid rezidus comprizss an azde geoup (péa 2 [00S80]).

As ta claim 28, Cho furthar 1zach 3¢ that the norenaturally snoaded aming acid has ths sruclur; whsrgin nis 0-10; R, i3
substitutad alkyl, substituizd eyt or not prezent; ¥ iz 0, M, € or not prsgant; miz 0-10; R2 iz H, an amino acid, a polypeptide, or an amino
terminus modification group, and P2 is H, an aming acid, a polypeptidsz, or 2 carboxy tanmine: madification group (para [0063]; *whe rain
nig 0-10; R 1z an alkyl, aryl, 2ubstivied alkyl, substituizd aryt or not prezant; X ig 4, 1, & or ot prezent; mis 0-10; RZ iz H, an aminn

acid, a polypeptida, or an amine tarminue modification group, and RS iz H, an sming acid, 2 palypeptids, or 2 carboxy tarminus
modification group®).

theyl, &y,

As b slaim 26, Thio furinar tazehe 2 thai the non-naiurally ¢ncoded aming sid cormprisss wt alkyns gecups (para [D0G0]).

Az 1o claim 37, Cho furher taach ss that th= non-naturally encaded aming ackd has the structure: wharala n iz 0-10; R His zn alkyl, 2,
subatituted zlhyl, or substitutad aiyl; Xis O, N, 2 or not prizeat miz 0-10, R2ix H, 2n aming acid, & polypaptida, ar 2n aming tz rmiinus
maodification group, tnd R2 is H, an aming acid, a polypapid:, or 2 sarbosy tarminus rodification graup (para {006-); *wherein n iz 0-10;
R 10z an alkyl, aryl, substitutzd alkyl, or substitutad aryl; Wi 0, N, £ or nat prazsnt; in i 0-10, R213 H, an eming acidl, & polype ptids, or an
amina te minus rmodification group, and R3 i3 H, an amine acid, a polypaptids, of 2 carboxy tarminuz modification group”).

As bty cleim 38, Sha further izaches that the watsr sclubla polymsr has a malacular weight of betwezn aooat 0.1 £Da and about 100 D3
(para [0072); "In some cmbaodimants, ths poly(gihylens glycol) motzcule has a molecular waigint of batwe2n about 0.1 EDa and abaut 100
kDa"). .

As to claim 39, Cho furihar tzeches that the waler aclubla polymar has 4 raclzcular waeight of betwzan about 0.1 EDa and about 50 kDa.
(para [0072); "In sarz embadiments, th: poly(Ehylznz glysel) molzcule has @ molecular we.ght of betwe zn 0.1 EDa and 50 kDa").

As (o claim 40, Cho furihar tzacihizs thai bG-CSF iz mads by 1zeciing a bG-CSF polypsptid 3 comprising a carbonyl-containing emino acid
with a weter zoluble polyrizi compriging an aminoozy, hydrazinz, hydrazids or semicarbazidz group (para [0053]).

Az to claim 21, Cho furihzr teachz s that the aming-oxy, hydrazing, hydrazide or szmiczrbarids group is linked to the water solublz polymar
through an arnide linkage (para {0068]).

Azt claim 42, Ciho further feachse that BG-CSF i« made by rsacting a wataer soluble polymsr comprising & carbonyl group with a
polypeplida comprising & non-naturally ancodad amino acid that compiizes an aminooxy, @ hydrazine, a hydrazide or & semicarbazide
group (para [0089]).

As to clzim 43, Cho fucher tzachzs that the bG-CEF i mads by reactng 2 bG-CSF polypzptd: comprising an alkyne-containing amino
acid with a watar salublz polymer comprising an azida moiety (para [0070}).
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As to claim 2, Cho further taachzs that the bG-CSF is madz by rzacting a bG-CSF polyp:ptide comprising an azids-containing amino
acid with a water soluble polymar ceraprising an alkynz maoisly (para [0071]).

As ta claim 48, Cho funth:r tsaches that the aZide or alkyns group is inkzd (o & water salublz polymizr through an amide linkage (para
[0071)).

Ac to clair 48, Cho furthar tzaches that ths watsr zoluble palymar ie a branched polymer (para [0073] "In sorma ermbodimentg, the
poly(ethylens glycol) mol2cula is 2 branchad polyrmsr. In sormz embodimenis, each branch of the poly(sthylens glyeol) branched palyragr
has a moleculzr waight of betwe 2n 1 tDa and 100 kDa, or betwezn 1 kDa and 50 kDa").

Az to claim 47, Cho furthzr tzach:s that branch of the waier solublz polymar has & molseular weight of beiwaen about 1 kDa and about
100 kDa (para [0073}).

As to claim 48, Cho furihar teachss thai the polypepiida iz a bG-CSF aniagonist (para [0053); "G-CSF anlagoniste includs, but are not
lirnited 1o, those with substitutions at").

A to claim 29, Cho further te aches thal the polypaplide cormprizze ons or more pasi-translational madifieztion, link:ar, polymer, or
biologically active molacuiz (para [0053], (0065]).

Az fo olaim 80, Cha furthar leach s hat tha polyrisr corpiises & maksly 2 dlecizd from a group sansistng of a watsr soluile polymsr and
poly(athylane glycol) (para [0053], [0065))).

Ag 1o claim §1, Cha furiher 13acha 3 that thz polype plids prevente activaion of th: bG-CEF ricspior (pars [DIES5).

Ag to clair 52, Cho further tsachss that the rion-naturelly cncoded aming acid compris 2 a sacchaide moicty (pera {001]; *In some
embadiments, the non-naturally snooded aming acid comprises a saccharide maizty. In sorne embodimants, the waier sulublz polyrar is
linkad to tha polyps ptide via a caccharide molsty®).

As to claim 53, Cho fuithsr teachsa that tha link2r, palymer, or tiolagicelly aciive moleculz s linkzd th the polypeptids via a 2acchadds
moiety {para [0081]).

As to clair &6, Cha furihar taach3s a mathod of making the bG-CSF polypaptide of claim 3, the method somprising contzciing an iaol ated
bG-CSF polypaptide comprizing a non-naturally snended aming acid with a linkar, polyrisr, o bislogically active moleculs comprising a
mai sty thal reascis with the non-naturally encodad amine acid (para [0037); *In same smbadiimenis, the mathind compris: 2 contacting an
igolated 4HE nalypeptide comprizing a nan-naturally enoodad aming acid willh 2 water ealublz polyrmer comprising a meisty thai reacts with
the non-naturally encaded amine acid").

Az o slaim &7, Cha fudher tiachss that the palymor comprisss a moizty salzated from a group sansisting of a watsr soluble palymzr and
paly(sthylens glysol) (para [0069]).

As to clsim 58, Chi fuithar tzaches that the non-naturally znoded aming acid compitsss a carbonyl group, an aminooxy group, a
hydrzzide group, & hydrazine group, 2 2 irnicarbazids group, an a2ide group, o an alyne group (para [0DE8]).

Ag ta claim 59, Cha further teachzs that the nos-naturslly encodsd eming acid comprises a carbonyl moialy and the linker, polymer, or
binlogically active malaculs earpris 35 an amindosy, % hydrazing, a hydrazide or a semicarbazid: moisty (para [(00E8)).

As to claim 60, Cho furlhar tsaches that ths aminos:y, hydrazing, hydrazide or 3smicarbazids maicty is tinkzd to thz linker, polymar, or
binlagizally zotive roleculs through 20 amide tinkags (para [0067-0063)).

As to claim 61, Cho furthsr tzachs s thai the non-naturally zncodsd aming ac'd comprises an alkyng moiety and the linker, polymar, or
biclogically activ: molzcula compiig=s an azid: moisty (para [0070]).

As to claim 62, Cha further taach2s that tha non-naturally ancaded emine acid camprises an azid: malaty and the linkzr, polymer, ar
biologically active molacule comprizes an alkiynz racisty (para [0071)).

As to claim 62, Cha furthar tzaches that the e2ids ar alkyne maoisty is linked ta 2 linker, polymer, or biclagically activs molscula through =n
amide linkage (para [0071]). '

As to claim 64, Cho furthar tsachas that the poly(sthylene glycol) moiziy has an avarege molzcular we'ght of bitwsen sbout 0,1 kDa and
about 100 kDa (para [0072]).

---continued in next Supplemental Box---«------e--=nmeenean
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As o claim 65, Cho further teaches that the poly(eihylzne glycol) moisty ' & branched or rltiarmadd polyrer (para [0073]).
Az 1 clzim 66, Cho further tzachas that the bG-03 F polypeptide of claim 1 and a pharmaceutically aoe sptabls carrier (para (0075); *“The

present invention also providas compositions l,omr-nsmg a 4B polypaptidz compriging a nan-naturally encodad amine acid and a
pharmaceutically acc:ptablz carrizr. In sama erbidimsznts, th: nan-naturally encodsd arnag zcid 3 linkad 10 & water zoluble polyrms).

As to claim 87, Cha furthzr t2ache  that the non-naturally ¢ nsadsd arine aoid e linked to & watss soluble polymer (pars [0075)).

Az to clzim GE, Cho furthir teachas a methed of trsating an anirnal having a disorder modutated by bG-CEF compriging adminictering to
the animal a thavap:utically-effizctiv: amount of the sormpasition of l,lc.um G (para [0079]; "The przsant invantion also providze rizthods of
treating & patent in n2ad of such treatrmznt with an =fgcliva amount of a 2HB malzeul: of the prosent invention. In somz smbadiments,
the methods samprise zdministering to the patient a therapauiically-zliective amaunt of 2 phanmaseutical compoaition somprising a 41B
polypeptide CDI‘:’I[‘JFL.II’\Q a nen-naturally- sncaded zming =nd 2 pharmaceutically acc Bptuble carriar. In come embadiments, the non-
naturally encodad amine acid is linked to a W'm.r eoluble polymer”).

Ag to clairn 96, Cho further tezchze thet ths bG-CSF palypeptida corprises one or mora arming acid substitution, addition, or deletion that
modulatse haemetopaiasis 'n an animal afier adrinisiration of thx polypepiide (pzra [0073), [02238)).

As ta claim 97, Cha furthsr taachas that the bG3-CSF polypemid s compriz 2z one or more aming acid substituiion, addition, or debstion that
maodulatez 2arum half-life or circulation time of the bG-CSF palypegplide (para [0073]).

As to claim 98, Cha furlhzr tzechse (hat the BG-CSF polypzplide comprises one or more aming acid 2ubsitution, sddition, or delstion that
ricdulate s newirophil profif aration in an &nimal after adriniziraiion of ths polypapiide (para [0079], [011); *Granclosyie colony stiriulating
factor or hG-C2F haz a varisty of binlogical eativitic s inciuding but nat imited to binding to its receplor, cauzing dirncrization of its rzcaptor,
stirmulation of noutrophil production, and simulating cell piclifzration and differentiation®).

A to cleim 99, Cha furth:r tsaches that the po(yp sptids alse comprizes a neturally sncoded aming scid substituton (para [0053), [0146)).

A3 to claim 100, The furibar tzachas thai the biE-CSF palypiptids wrupns“ ant o mors dmind acid subaiitution, eddition, or d:zlstion that
madulat3s nsutropht mziuration in an animzl sfter adiministration of the polypaptidz (para [0052], (0141)).

Ag (o clairn 101, Sha furth sr 1sachas thal the BG-CSF polypeptids comprizes one of mors aming acid 2ubstitution, addition, or deleiion that
madciulats 2 nauirophil function in @n énimal sficr adminiciration of ths ph-lyp-.pnd& (para [00523), [0079], (0146])

As to claim 102, Cha tezehzs 2 mathod of traating an animal with an infzction mcdulatad by BE-C2F somprising administering to the
animal 2 therap:utically-effeciive amount of thy campaaition of clain 66 (pare. (0566, G-CSF; [0569] *The dose adrini d 0 a patisnt,
in the conigst of the przaent invention, is sufficient 1o hav: ¢ binaicial therapautic respons: in thz patiznl ovirtime, of, indusling but not
limitzd to, to inhibit infection by a pathagen").

As to dlaim 102, Cho furthur tzaches thai the walsr eoluble palymar iz linksd (o said polyoaptide by an axime bond (para [0528]; *In soma
ambadimants of tha invantion, a 4HB palypzptide somprising a carkonyi-containing non-naturally sncaded aring soid is modifiad with a
caccharnid: dsrivatized with an aminoo:y group 1o ganarats the earrszponding glycosylatzd polypz ptid 2 linkzd via an oxims linkaga™;
[0459).° Mtzrnativaly, an alkyns group on th: PEG can be reactsd with an aZide group presznt in a non-naturally éncsded aming acld to
form & similar product. In soras smbodiments, a stang nushzophile (mcludlng bt not limitsd to, hydrazing, hydrazids, hydrasylzming,
somisarbazids ) can be réactzd with an aldshyds or katons graup prez zntin a non-naturall ded amino aciat to form a hydrazona,
oxime or semicarbazons, as apphcabls, which in sormz ¢ases ean b uriher reducad by irzatviant with an appropriate reducing agsnt™).

Ag o claim 104, Cho further teaches a method of preveniing infeciion in an anima!l somprizing adminiztaring to the animal a tharapautically
-effective amaunt of the compasition of clairm 66 (para [0075], [0079)).

Claim 10, 16, 73-76, 82-86 and M1 lask an invantive step according to PCT Arlicls 33(2) a2 abvious over Baona in vizw of Cho, in further
view of US 2005/0142102 A1 to SCHAEBITZ et al. (hereinafter "Schagbitz").

Ag to claim 10, Cho (2aches subs.itut'on of non-naturally aceurrng amino acid at th: MN-tzrminus of G-CSF (para [0053]) Howszver, Cho
docs notteach bG-C3F  Boona teachss mi_tatonal modifizaiicn of bG-CEF (cal 10 In 32-49) but dozs not teach SECQ D MO: 1. Howaver,
Sechasbitz tzaches SEQ 1D MO: 1 (SEQ 1D NO: 32). An ariisan of ordinary skill would have readily appraciated that a non-naturally
occurring aring acid substitution or ingariion at ‘h‘ araina tsrminus could havs been mads in eith:r human or boving G-CSF, two
miol3culzz that have 1% s3quence dentity. Consequantly, it would have baan obvious to one of ordinary skill in the art to combina
subzitution or ingeriion of non-naturally 2ncod 2d aming acid &t amino term'n.s of G-C3F, as aught by Cho, wilh G-CSF is boving G-CSF,
as taught by Boone, with bG-CSF sequencs is SEQ 1D NO: 1, as taugh! by Scheabiiz, bzcauz s it would have anablad madificztion of the
NH2 terminus of bG-CSF.
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As ta claim 1€, Che tzaches subziitution of non-nsturally occurring arming acid &t the M-tzrminug of B-CGSF (para [0052]). Howavar, Cho
dnas not teach bG-CSF. Boana tzaches mutational madification of bG-CSF (col 10 In 32-19) bui does not teach SEQ ID MO: 1. However,
Schasbitz tezches SEQ 1D NO: 1 (SEQID NO: 3 artisan of ordinary 2Lill would havs raadily eppraciatzd that a non-naturally
occurring amino acid substitution or inzeriion af t mind tzrminus could havz basn mads in either hurnan or bovin: G-C3F, two
raolzcules that havs 81% zequence idantity. Conssauanily, 't would have bzen obviews to ons of oidinary skill in the arl to combing
substitution crinsertion of non-naturglly encodad amina ac'd at amine t@rminus of G-CSF, a3 tgught by Cha, with G-CSF iz baving Q-C3F,
as taught by Boane, with bG-CSF sequanca ‘s SEQ ID NO: 1, az izught by Schaabitz, becavse it would have znablzd modification of the
NHM2 terminus of bG-CSF.

As to claim 73, Cha teaches substitution of at lsasi ony non-naturally eccurring aming acid at a sit: in G-03F (para [D053)) and teaches
wherain 3aid polyniuct 20tids compriszs 2 selactor codon (para [006E]). However, Cha dass not tzach LA-CEF. Boons teaches mulational
radification of bG-CSF (col 10 In 32-19) bui does not iaach SEQ 1D NO: 1. Howsver, Schacbitz ivaches SEQ ID MO: 1 (SEQ 1D NO: 32).
An artizan of ordfinary skill would havz rezdily appreciatza that a non-naturally oecurring aming acid subetiuiion or inszrtion =t the amino
terriinus could have baan mads: ‘n eithar human or bovine G-CSF, iwa malacul:s ihat have 81% sequzncs idantity. Consaguently, it
would have teen obvious 1 onz of erdinary skill in ths ant io combing subziituton o "nseriion of nan-naturally encoded aming scid at
aming {ermings of G-CSF, a3 taught by Cha, with G-CSF is boving G-CSF, a¢ isughi by Boons, with b3-CSF sequence is SEQ 1D MO: 1,
as taught by Schaglitz, bzcause it would have snablad modificaticon of the NH2 terminus of bG-CSF.

As to claim 74, Cho furthzr tzachzs that ths non-nzturally tncodsd aming acid is link 2d (o a linker, palyragr, walsr soluble polymer, or
biclogically active molecule (para [0053]).

As to claim 75, Cho further {zachsz that th2 water solublz polymar comprizes a poly(sthylene glycal) maizty (pars [00-13]).

Az to clair 76, Cha furthzr teach23 that tha non-raturelly encodsd aming ecid iz subsiituled at & position selactad fram the group
consigting of ragidu2s before position 1 (pare (0053). Furtharimors, Schasbiis tzachzs SEQID N 1 (SEQ 1D MO: 32).

As o clair 82, Cho further taachzs hat ths non-naturally aricod 20 amine asid comprizes a carbonyl grou, an aminonsy group, a
hydrezide group, a hydraziiig group, a 2emiczrbazids group, an azida group, or an alkyn: group (para [00E0]).

Ag ta slaim 83, Cho further teachss that th paly(zthylsne glycol) maizty ha: a molecular waight of batwesn about 0.1 10z and about 100
kDa (para [0072]). ’

As ta claim 84, Che furthzr tzachz2 that the poly(sthylanz glysol) moicty is a branch 3d o muliizmiag polymaze (para [0073)).

Az o claim 85, Cho furth3r isachs? that tha paly(sthylzna glycal) maizty has a malsoular waeight of bstwsan kot 150 and about 100
kDa (para [0072]).

A3 to dzim 86, Cho fuiher teaches a compodiion comprizing the BG-CSF palypeptida of claim 73 and a pharmacautically aceeptabls
carrier (para {0075]).

As to clairm 91, Cha furthar 1z 2ch32 that non-haturally ancadad amind acid is linkzd 1o 2 poly(ethylans glyeal) molscule (para (00-3],
[0053)).

Clairz 18, 21, and 81 lack: an inv:ntivs stzp accarding o PET Ariicle 23(2) a2 cbviaus over Soong, in view of Cho, in further view of
Schachitz, furthzr in light of the aticle antitled *The status, qualtity, and z:pansion of ike HIF full-leagth cDHA projest: the Mammalian
Gene Collection (MGC)" by ths MGG Prajact Tsam (hdrginafior MG,

As to claime 18, 21, and 31, Cho tzach2s substitution of & non-naturally zncodzd amine acid at arming zcid 135 of human 3-C3F (para
[0053]; “ in soms embadimsnts, one or mare non-naturally encod 3d aming 2 arg neorporatzd in ons o morg of the follawing positions
in G-CBF: 132°). Chwx doaz nad izach bG-CSF. Howevar, Boons teach muiational modification of bE-28F (wol 10 In 32-49) but does not
spzeifically teach amino acid 122 o SEQ ID 1ED: 4. In addidon, Schasbiiz h3s SEQID NG 1 (3EQ 1D NO: 32) encoding ba-CSF.
Furtharmore, MGC teachze 81% sequancs idzntity batw s zn hurman and bavina G-CSF, whare aming acid 132 is a threaning In both
species (abstract; TEEMEL seczesion QBMNAWE). An arisan of ordinary shill in th: art would havae rezdily appraciatad ihat aming acid 123
and the amino &cids immzdiately adjiasznt to aming zcid 133 are ideniical in bovine and hurnan 5-CSF and thereiore substitution of a
particular nan-naturally encoded amino acid in'aither species wauld havz basn fikely to havs ihe same funciional ¢ffact. Consaquently, it
would have baen obvious to one of ordinary shill in the ari to combine substitution of & non-naiurally encaded amine acid at pasition 133 in
huran G-CSF, as teught by Cho, with mutatonal modificztian of aming &sids 'n bovins G-CSF, &2 tzught by Baona, with bG-CSF amino
acid sequence is SEQ 1D NO 1, as taught by Schaebiiz, with s2quancs homolagy carmparicon of huran and bovin3 G-CSF, as taught by
MGC, beczuse it would have znabled rationals subetitution of non-naiurally sncaded arming acids &t position 132 in bG-OSF.

Claims 1-10, 15, 16, 21-53 56-6G€, 71-76 2nd §1-10< havs indusirizl applicability aceording to PCT Ariicty 33(4) bacaues thz subject mattar
can be made or used in industry.
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POLIPEPTIDOS G-CSF BOVINOS MODIFICADOS Y SUS USOS

RESUMEN-ONJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Polipéptidos G-CSF bovinos modificados y usos de Inos mismos tal y como
estan descritos.

29



wn

10

15

20

2

POLIPEPTIDOS G-CSF BOVINOS MODIFICADOS Y SUS USOS

CAMPO DE LA INVENCION
Esta invencién se refierz a polipéptidos factor estimulante de colonias
de granulocitos bovino (bG-CSF) opcionalmente modificados con al menos

un aminoacido no codificado de manera natural.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El impacto econdmico de las enfermedades infecciosas en la
produccién de animales destinados a alimentacién esta hien documentado.
Las enfermzdades infecciosas reducen los beneficios, aumentan los costes
de produccién y ponen en peligro los productos alimenticios, asi como
afectan al rendimiento, la salud y el bienestar del animal. Las enfermedades
pueden reducir &l rendimiento y la calidad de la leche dando como resultado
una gran perdida econémica para productores lecheros y productores de
carne de vacuno, particularmente cuando en algunos casos las
enfermedades microbianas infecciosas provocan morbimortalidad de
animales recién nacidos, jévenes (por zjemplo, ganado de sustitucion) o
adultos. Dons d= tales enfermedades, mastitis y enfermedad respiratoria
hovina (ERB), puaden tener efectos devastadores sobre la produccién de
animales destinados a alimentacion.

La mastitis se define como una inflamacién de la glandula mamaria.
Puede afectar a cualquier mamifzro, por gjemplo vacas, ovejas y cabras. La
mastitis bovina es una infeccién de la ubre de rumiantes tales como vacas,
provocada principalments por bacterias gram positivas y gram nsgativas y
gspe&cialmente 2n vacas en unidades de produccion de leche intensivas. La
infeccidon bacteriana da como resultado la inflamacién de la glandula
mamaria (es decir pezones y ubre). Los animales pueden volverse mas
susceptibles a la mastitis debido a una funcién microbiocida de neutrofilos

afectada durante el p“eriodo pariparturiento.  La  enfermedad  es
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particularmente problematica y de importancia econdmica considerable
porque 2l patégene se transfiere faciimente de un animal a otro durante el
proceso de ordefin. Con frecuencia se desarrolla en las primeras semanas
alrededor del parto y pueds volver a aparecer con cada lactancia. Algunos
de los principales microorganismos patégenos que provocan mastitis hovina
son Staphilococcus aureus, Streptacoccus agalactias, Streptococous uheris,
Streptococcus  dysgalactias,  Escherichia  coli,  Aerchacter  acragenas,
Klehsiella pneumoniae y Pseudomonas asruginosa. Véase también Bovine
Mastitis, editado por Glenys Bloomfield, V&O Publications 1987, incorporado
al presente documento como referencia. Estos microorganismos invaden la
ubre a través del conducto del pzzdn y producen inflamacién del tejido
productor de leche provocando la formacién de tejido cicatricial que, una vez
formado, pusde provocar una reduccién permanentz en la produccién de
leche de la vaca. Una infeccidn también puede altzrar la composicion,
cantidad, aspecto y calidad de la leche. Los patégenos que provocan
mastitis se dividen en dos categorias, concretaments, contagiosos vy
ambiantales. Las bacterias contagiosas, tales como Streptococcus
agalactiae y Staphilococcus aursus, colonizan principalmente sitios d= tejido
huésped tales como glandulas mamarias, conductos de pezén y lesiones de
la pizl del pezdn; y se propagan de una vaca infectada a otra durante el
procesc de ords=fio. Las bacterias ambientales, con  frecuencia
estreptococos, enterococos y organismos coliformes, estan presentes
comunmente n el entorno de la vaca procedentes de fuentes tales como
heczs de vacas, tierra, material vegetal, lechos o agua; ¢ infectan mediante
contacto oportunista casual con un animal. La distincién entre patdgenos
contagiosos y ambientales, aunque no exclusiva, es de importancia practica
porque se necesitan diferentes medidas de mantenimiento de rebafios
lecheros para los diferentes grupos de microorganismos. En todos lns casos
de mastitis bovina, independientement2 del microorganismo causants, la via
de transmisién del patégeno invasor en la glandula interior de la ubre es a

través del orificio del pezdn y el conducto del pezén. Las fuentes comunes
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d= microorganismos dafiinos incluyen equipo de ordefio no higiénico, el
ordefador, otros animales mastiticos, un entorno de establo no higiénico, y
los propios procesos de eliminacién de Ios animales (defecacién/miccién).

Existe una variedad de formas o tipos de mastitis bovina, con diversa
gravedad y sintomatologia, incluyendo los siguientes: (1) infeccion de ubre:
la invasién de la cavidad de la ubre por microorganismos que se multiplican
dentro de la glandula y provocan inflamacion; (2) mastitis no clinica o
suhclinica: una forma de mastitis en la que no hay hinchazén de la glandula
ni anomalia observable de la leche, aunque hay cambios en la leche que
pueden detectarse mediante pruebas especificas. Este tipo de mastitis es
con diferencia la mas prevalente y provoca la mayor pérdida global en la
mayoria de los rebaiios. Con frecuzncia se denomina mastitis “oculta”. (3)
Mastitis clinica: una forma de mastitis en la que los astados anémalos de la
ubre y la secrecién son observables. La mastitis clinica leve implica cambios
en la leche tales como copos, coagulos y un aspecto aguado o inusual. El
calor y la sensibilidad de la ubre son ligeros o ausentes, pero pueds haber
signos de hinchazén. La mastitis clinica grave implica una repentina
aparicién con hinchazén del cuarto infectado que esta caliente, duro y
sensible. El aspecto de la leche &s anémalo y disminuyz la produccion de
leche. Algunas veces, ademas de los efectos locales en la ubre, la propia
vaca enferma. Hay signos de fiebre, pulso rapido, depresion, debilidad y
pérdida de apetito. La combinacidn de estos estados con frecusncia se
denomina mastitis sistematica aguda, porque no sélo sz afecta a la ubre,
sino a todo el animal; y (4) mastitis cronica: una forma de mastitis provosada
por una infeccion de la ubre persistente que existe la mayor parte del tiempo
en la forma no clinica pero ocasionalmente puede desarrollarse en una
forma clinica activa. Después de estos “brotes” normalmente vuaslve
temporalmente la forma no clinica. (Véase generalmente Current Concepts
of Bovine Mastitis, publicado por The National Mastitis Council, Inc., 22 ed.
1978 en la pag. 5).
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La mastitis continlla provocando grandes pérdidas econdmicas a la
industria lechera. La mastitis afecta a la rentahilidad de un rebaiio de varias
maneras, tanto directa como indirectamentz, incluyendo: (1) pérdida de
produccion de leche; (2) tasas de descarte superiores de vacas infectadas,
(3) disminucién del valor de la leche; (4) leche desechada tras el tratamiento
con antibidticos; (5) costes veterinarios (antihidticos y visitas al veterinario); y
() muertes. (Bovine Mastitis, Glenys Bloomfield, citado anteriormentz, en la
pag. 33).

Otra enfermedad comuin que afecta a la industria ganadera es la
fiehre de embarque (enfermedad respiratoria bovina o ERB). La ERB se ha
denominado por algunos un “complgjo de enfermedades” por dos motivos:
habitualmente esta provocada por una variedad de patégenos, tanto virales
como bacterianos, que intzraccionan entre si para producir la enfermedad
desarrollada, y porque &l comportamiznto d= los patégenos puede seguir un
procese secuencial que, paso a paso, da como resultado animales
enfarmos. Los patégenos bacterianos son una de las causas mejor
conocidas del sindrome agudo. Los patdgenos bacterianos pueden invadir
las vias respiratorias bovinas tras haberse visto comprometidas por una
infeccion viral y ofros factorss, tales como el estrés del destete, el
embarque, el cambio de alimentacion y la variacién en la humedad y
temperatura ambiental, pusden preceder y contribuir a la infeccién. En
muchos casos esto se afade a la exposicion dzl ganade a patégenos
durante el embarque cuando se combinan con Janado de otro origen en
camiones, corrales y granjas de subastas, dando como resultado la alta
incidencia de la enfermedad en ganado entregado a la explotaciéon ganadera
de engorde.

Se han aislado varias especigs de bacterias y se han asociado con la
ERB, y algunas de las mas comunes son Mannhemia haemalytica,
Pasteuralla multocida y (0) Histophilus somni. Haemophiluz somnus s un
patégeno virulento que provoca septiczmia en ganado y algunas veces las

manifestaciones resultantes se han denominado “complegjo de Haemaphilus
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somnus”, de las cuales una forma es la enfermedad respiratoria, virus talas
como rinotraqueitis bovina infecciosa (RBI), diarrea viral bovina (DVB) y
virus sincitial respiratorio bovino (VSRB) también pueden participar en iniciar
un complejo de ERB, abriendo con frecuencia la puerta a infecciones
bacterianas secundarias.

Dado que es practicamentz imposible eliminar estos organismos del
entorno, el complejo de ERB deb= enfocarse desde el punto de vista de
prevenir que estos agentes causantes de enfermedades arraigusn, y
detectar y tratar los casos clinicos 1o mas rapida y eficazmente posible. Las
enfermedades respiratorias son una causa principal de pérdida por
enfermedad en ganado vacuno. Generalments se reconoce que la causa
final de muerte 2n la mayoria de los casos de fichre de embarque es una
neumonia bacteriana (habitualmente  Pasteurella). La  Fasteuralla
haemalytica, particularmente de tipo 1A, 2s 1a bacteria mas comun aislada de
los casos de enfermedad respiratoria en Norteamérica. Algunas veces la
vacunacion contra algunos de los agentss infecciosos implicados &n la fiebre
de embarque es 0til, pero las vacunas sélo =stan disponibles y son eficaces
para unos pocos de los agentes que se sabe que estan implicados en el
complejo de enfermedades.

La terapia con antibidticos ha sido una components principal de la
estrategia de control de mastitis y ERB. La patente estadounidense n.°
7.182.948, que se incorpora como referencia al presente documento en su
totalidad, indica que s& ha mostrado quez los bafios para pezones
antimicrobianos que contienen yodo son eficaces contra infecciones de
mama y bacterias que provocan mastitis (Pankey, J. W. et al., (1983) J.
Dairy Sci. 66 (1), 1681 167). Estas composicionzs se& administran
habitualmente al pezén sumergiendo o pulverizando el pszdn antes del
ordefio asi como tras retirar la copa de ordefio. Para reducir la mastitis, se
han desarrollado bafios para pezones comerciales que contienen una
varizdad de agentes antimicrobianos incluyendo yodaéforos, compuestos de

amonio cuaternario, compuestos de liberacidon de cloro (por ejemplo
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hipocloritos alcalinos), compusstos oxidantzs (por e2jemplo perdxido de
hidrégeno, paracidos), acidos carboxilicos pratonados (por ejemplo acidos
heptanoico, octanoice, nonanoico, decanoico, undecannico), compuestos
anionicos acidos (por ejemplo acidos alquilaril-sulfénicos), didxido de cloro
(a partir de clorito), y hisbiguanidas talas como clorhexidina. Estos agentes,
que tienen diversos grados de eficacia, limitan la transmision de la mastitis
réduciendo las poblaciones de patégenos =n el pezdn. Sin embargo, existen
problemas asociados con el uso de compuestos antimicrobianos. El mas
prevalente s la irritacién del pezon y el agrietamiento del pezdn. Para aliviar
estos problemas, se han incluido aditivos emolientss tales como glicerina y
lanolina en tales compoéiciones. Sin embargo, incluso con &l uso de esos
emolientes todavia se produce irritacion de la piel.

La patente estadounidense n.” 6.790.867, que se& incorpora como
referencia al presentz documanto en su totalidad, indica que pusden usarse
inyecciones subcutaneas de formulaciones que combinan un farmaco
antiinflamatorio no estercideo (AINE) tal como flunixina, con un antibiético
derivado de tianfenicol 6 cloranfenical fluorado tal como florfenicol, para
tratar la ERB. La publicacion de solicitud de patente estadounidense n.°
20070155799, que se incorpora coma referencia al presente documento en
su totalidad, da a conocar nuzvos compuestos de fenicol que pueden usarse
como profdrmaces antibidticos y en combinacién con AINE u otros
antibiéticos.

EI NMC (anteriormente el National Mastitis Council, Consejo Nacional
de Mastitis), una organizacion sin fines lucrativos dedicada a reducir la
mastitis y mejorar la calidad de la leche, destaca la importancia de una
higiene de los pezones adecuada, pero tambin un cuidado de los pezones
adecuado para la prevencién de la mastitis. El dafic econdmico provocado
por la mastitis ha conduc.ido a mucha investigacién sobre su control. Se ha
notificado que los estreses fisicos asi como las condiciones ambientales son
grandes factores de contribucion a la infeccién de mastitis. Véase la

publicacién de patente estadounidense n.%: 20020051789, que s¢ incorpora
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como referencia. Desde que se documentd que la mastitis subclinica estaba
directamente relacionada con un mal estado de los pezenes (Naijsnhuis, P.
et al., (2001) J. Dairy Sci. (€4) 2664 2572), han surgido varias disoluciones
de bafio para pezones comerciales que incorporan agentes de
acondicionamiento (National Mastitis Council, Summary of Peger-Reviewed
Publications on Efficacy of Framilking and Postmilking Teat Disinfectants
Published Since 1980; enero de 2002). Se ha mostrado que la rugosidad y la
callosidad de la punta del pezén tiznen una relacion directa con la mastitis
clinica (Neijenhuis, F. =t al, (2001, J. Dairy Sci. (84) 2664 2672). La
reduccidn del agrietamiento y la irritacion de los pezones asi como mantenar
el pezon flexible s muy importante para controlar las infecciones de mama.
También se ha usado la glicerina como acondicionador para pgzones &n
disoluciones de bhafo para pezones. Sin embargo, estudios indican que no
hay una disminucién significativa en las bacterias que provocan mastitis
tales como Staphilxcoccus aureus, Streptococeus agalactiae, o coliformes
cuando se aumenta &l contenido en glicerina desde &l 2% hasta &l 10% en
una disolucion de bafo para pezones de yodo al 1% (National Mastitis
Council, Summary of Peer-Reviewed Publications on Efficacy of Premilking
and Postmilking Teat Disinfectants Published Since 1980; enero de 2002).
Por tanto, aunque estan disponibles productos tales como disoluciones de
baiio para pezones, todavia existe una necesidad no resuslta de modular la
incidencia, recurrencia y/o gravedad de la mastitis.

La patente estadounidense n.® 5.849.883, que se incorpora como
referencia al presente documento en su totalidad, da a conocer varios
antibidticos usados en el tratamiento de la mastitis incluyendo, pero sin
limitarse a, antibidticas betalactamicos tales como penicilinas (ampicilina,
cloxacilina, hetacilina, nafcilina, penicilina G, (bencil-penicilina), procaina-
penicilina) y cefalosporinas (cefoperazona, cefuroxima, cefalonio, cefapirina,
cefoxazol, cefracetril); antibidticos aminoglicésidos (framicetina, neomicina,

novobiocina,  estreptomicina);  antibiéticos macrédlidos  (eritromicina);

tetraciclinas (clortetraciclina, oxitetraciclina); y antibiéticos polipeptidicos
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(polimixina B). El tratami=nto con antibidticos para la mastitis se administra
habitualmente medianteinfusiones intramamarias, o bien en vacas lactantes
cuando se detecta mastitis clinica, o hien en la seca (terapia de vaca seca).
(Bovine Mastitis, citado anteriormente, en la pag. 69). En casos en los que
esta presente la enfermedad clinica grave, deben administrarse antibidticos
por via parenteral ya que las infusiones intramamarias son ineficaces debido
al hloqueo de los conductos.

No se han conseguido las esperanzas iniciales de que los antibidticos
permitirian un control completo de la enfermedad. Ninguno de los
antibioticos mencionados anteriormente utilizados hasta ahora ha sido
totaimente satisfactorio. Adicionalmente, se ha sncontrado que s muy
deseable sustituir =t tratamiento con antibidticos por un tratamiento mediante
compuestos de farmacos quimioterapicos no antibiéticos, por los siguientes
moativos: (1) no deben usarse en la medicina veterinaria antibiéticos eficaces
en la medicina humana, con el fin de no acumular resistencia de cepa de
bacterias que aparecen en enfermedades humanas; (2) los antibidticos
deben reservarse para enfermedades para las que no hay un compuesto de
farmaco quimioterapico disponible, ya que se ha demostrado que las cepas
bacterianas acumulan resistencia a un antibiético tras un uso prolongado de
tal antibiético; y (3) Staphilococeus aursus, uno de los patéogenos indicados
anteriormente, ya ha acumulado resistencia a la mayoria de los antibiéticos
utilizados =n el tratamiento de la mastitis bovina.

Un método de este tipo para el tratamiznto mediante un compuesto
de farmaco quimioterdpico no antibidtico s= describe en la patents
estadounidense n.° 4.610.993, que se incorpora como referencia al presente
documento, que reivindica un métode para tratar animales para la mastitis
bovina con una cantidad =ficaz d2 al menos un compuesto de disulfuro de
N-éxido de piridina. QOtro método de los mismos inventores se describe en la
patente estadounidense n.® 4.401.666, que se incorpora como referencia al
presente documento, qua reivindica un método para tratar animales para la

mastitis bovina con una cantidad eficaz de al menos una sal metalica de 2-
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tiona-N-éxido de piridina. A pesar de estos varios métodos publicados, sigus
siendo muy importants encontrar métodos rentables utilizando compuestos
no antibiéticos que sup=ren sustancialmente los inconvenientzs de los
antibidticos usados hasta ahora y sin embargo sean eficaces en el
tratamiento y la prevencion de la mastitis.

Ofra enfermedad. comin que afecta a la industria ganadera es la
fiebre de embarqua (enfermedad respiratoria bovina). Las enfermedades
respiratorias son una causa principal de pérdida por enfermedad en el
ganado vacuno. La expresién “fiebre de embarque” se usa para dascribir el
complzjo de enfermedades respiratorias observado en el ganado de &
meses de edad o mas tras &l embarque o bizn a explotaciones ganaderas
de engordez o bien a pastizales. El estrés del destete, la castracion, el
descornado, &l ayuno, la sobrepoblacién, la =xposicidn a agentes
infecciosos, los cambios en la dieta, el transporte, las temperaturas
ambizntales extremas y otras factores de estrés combinados con infecciones
virales, hacterianas, micopldsmicas y/o por clamidias contribuyen al
complejo de fiebre de embarque. La mezcla de terneros de diferentes
granjas y/o granjas de venta facilita enormemente la exposicién a agentes
infecciosos. La patente estadounidense n.® 6.4%7.8R9, que se incorpora
como referencia al presente documento, describe algunos de los agentes
infecciosos iniciales que pueden afectar al ganado. La mezcla de poblacién
puede ser un factor de predisposicién mas importante para la fiebre de
embarque ques los factores de estrés, aunque la enfermedad pueds
producirse sin mezclar y los factores de estrés habitualmente empeoran
drasticamente la enfermzdad respiratoria. Algunas veces los intentos por
reducir el estrés del destete, la castracion, el descornado, etc. y aclimatar el
ganado a nuevas dietas dias o semanas antes del embarque son
satisfactorios (pero pusden no sar rentables) para reducir la incidencia de
fiebre de embarque. Algunas veces la vacunacién contra algunos de los

agentes infeccioscs implicados en la fichre de embarque es Util, psro sdlo
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hay vacunas disponiblzs y =ficaces para unos pocos de los agentes que se
sabhe que estan implicados en el complegjo de enfermedades.

Generalmente se reconoce que la causa final de muerte en la
mayoria de los casos de fichre de embarque &s una neumonia bacteriana
(hahitualmente Pasteurclla). La Pasteurella hacmolytica, particularmente de
tipo 1A, es la bhacteria mas comun aislada de los casos de enfermedad
respiratoria en Norteamérica. Habitualmente, los intentos por reproducir
evperimentalmente la naumonia bhacteriana en ganado no son satisfactorios
sin un grave estrés y con predisposicién al dafio de las vias respiratorias.
Generalmente se cree que durantz momentos de estrés, los virus, el
micoplasma y/o las clamidias con mas frecuencia provocan el dafo inicial a
las vias respiratorias, lo que predispone a la infeccion bacteriana grave y la
enfermedad.

Un brote tipico de enfermedad respiratoria clinica comienza
habitualmente &n el plazo de horas o dias desde la llegada del ganado a la
explotacién ganadera de engorde. El ganado recién embarcade zn el
intervalo de peso de 400 a 500 libras ticne comunmente una morbilidad del
10 al 0% y una maortalidad del 1 al 10%, o mas, en cuanto a la enfermedad
de las vias respiratorias. Cuando se& analiza ¢l suero de ganado para un
aumento de anticuerpos de cuatro veces (seroconversion) y s2 someten las
vias respiratorias y sus secreciones a aislamientos microbioldgicos, pusde
identificarse una miriada d= agentes etioldgicos. Puede mostrarse que
muchos animales, Ilos enfermos y los aparentamente sanos, han
experimentado infeccidn por uno o méas agentas (probablements la
enfermedad de las vias respiratorias se debe rara veéz a un Unico agente
infeccioso). Aunque el complejo de enfermedad respiratoria bovina se
reconoce clinicamente eh la explotacién ganadera de engorde tras la
llegada, las infecciones que dan lugar a la enfermedad clinica comienzan
probablemente &n las granjas de venta, en las que se retineg por priméra vez

ganado de diferentes granjas. Véase también Bovine Respiratory Diseas2,
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Loan, R. W. Texas A & M University Press, 1984, incorporado al presente
documento como referencia.

La administracién de un compuesto que trata o modula la incidencia,
recurrencia, duracién y/o gravedad de la mastitis o la enfermedad
respiratoria €n ganado u otras infecciones en animales no humanos,
incluyendo, pero sin limitarse a, ganado, aves de corral, cardos, caballos,
perros y gatos, seria Util en la medicina veterinaria. Ejemplos de tales
infecciones incluyen, perce no se limitan a, septicemia neonatal en caballos,
plauronsumonia &n cerdns, y neumonia en animales no humanos. Tales
compuestos pueden restaurar o modular la funcién de los neutréfilos en el
animal. |

La familia d= supergensas de la hormona del erecimiento (GH) (Bazan, .

F. Immunology Today 11: 350-354 (1991); Mott, H. R. y Campbell, I. D.
Current Opinion in Structﬁral Binlogy 5: 114-121 (1995); Silvennoinen, O. 2
Ihle, J. N. (1998) SIGNALING BY THE HEMATOPOIETIC CYTOKINE
RECEPTORS) representa un conjunto de proteinas con caracteristicas
estructurales similares. Cada miembro de esta familia de proteinas
comprends un haz de cuatro hélices. Aunque hay todavia mas miembros de
la familia aun por identificar, algunos miembros de la familia incluyen los
siguientes: hormona del crecimiento, prolactina, lactégeno placentario,
eritropoyetina (EPO), trombopoyetina (TPO), interleucina-2 (IL-2), 11.-3, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12 (subunidad p35), IL-13, IL-15,
oncostatina M, factor neurotréfico ciliar, factor inhibidor de leucemia,
interferén  alfa, interferon beta, interferdon gamma, interferdn omega,
interferdn  tau, interferdn  épsilon, factor estimulantz de colonias de
granulocitos (G-CSF), factor estimulante de colonias de= granulocitos y
macrofagos (GM-CSF), factor estimulante de colonias de macréfagos (M-
CSF) y cardiotrofina-1 (CT-l) (“la familia de supergenes de GH"). Los
miembros d= la familia de supergenes de GH tiznen estructuras secundarias
y terciarias similares, a pesar del hecho de que generalmente tiensn una
identidad de secuencia de ADN o aminoacidos limitada. Las caracteristicas
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gstructurales compartidas permiten identificar faciimente nuevos miembros
de la familia génica. Se describen palipéptidos de haz de cuatro hélices en el
dosumento WO 2005/07"4650 titulado “Modified Human Four Helical Bundle
Polypeptides and Their Uses”, que se incorpora como referencia en su
totalidad.

Un miembro de la familia de supergenes de GH es el factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF). El factor estimulantz de
colonias de granulocitos (G-CSF) es uno de los diversos factores de
crecimiento de glicoproteinas conocidos como factores estimulantes de
colonias (CSF) porque soportan la proliferacion de células progenitoras
hematopoyéticas. G-CSF estimula la proliferacién de células precursoras de
medula ésea especificas y su diferenciacion para dar granulocitos. Se
distingue de otros CSF bor su capacidad tanto para estimular la formacién
de colonias de granulocitos neutréfilos en agar semisdlido como para inducir
la diferenciacién terminal de células leucémicas miglomonociticas murinas in
vitro. El factor estimulante de colonias de granulocitos es un potente
estimulo para la proliferacion de neutréfilos y 1a maduracion in vivo (Cohen
&t al., Proc. Natl. Acad. Sci. 1987; 84: 2484-2488 véase también Heidari ef
al,, Vet. Immuncl. Immunopathal. 2001; 81; 45-57, incorporado al presente
documento como referencia). El G-CSF también puede inducir la activacion
funcional o “cebado” o neutréfilas maduros in vitro (Weisbart, R. H., Gasson,
C. G, y D. W. Golde. Annals of Internal Medicine 1989; 110:247-303). Se ha
mostrado que el G-CSF ceba los granulocitos humanos y potencia la
liberacion de superdyvido estimulada por el péptida quimiotactico, N-formil-
metionil-leucil-fenalalanina (S. Kitagawa, &t al, Biochem. Biophys. Res.
Commun. 1987; 144: 1142-1148, y C. F. Nathan, Blood 198¢: 7-4:301 -308), y
activa la fagocitosis mediada por IgA de neutréfilo humanao (Weisbart, R, H.,
et al., Nature 1988; 332: 647-649).

Los neutréfilos son un componente critico de los mecanismos de

defensa del huésped contra infecciones bacterianas y fungicas. El G-CSF
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puede inducir un aumente del nimero absoluto de neutréfilos circulantes y
potencia la funcién de los neutréfilos.

Se ha descrito la clonacion de ADNc y la expresion de G-CSF
humano (hG-CSF) rezcombinantz, y se ha confirmado que el hG-CSF
recombinante muestra la mayoria de, si no todas, las propiedades hicldgicas
de 1a molécula nativa (Sdu:a, L. ot al. Science 232, 31-65 (1986)). El analisis
de secuencia de clones de ADN gendmico y ADNec ha permitido la
deduccidn de la secusncia de aminoacidos y ravela que la proteina tiene
204 aminoacidos de longitud con una secuencia sefal de 30 aminoacidos.
La proteina madura tiene 174 aminoacidos de longitud y no presenta ningan
posible sitio de glicosilaciéon unida a N pero presenta varios posibles sitios
para la glicosilacién unida a Q. Se ha dascrito la clonacién y la expresion de
ADNc que codifica para G-CSF humano por dos grupos (Nagata, S. &t al.,
Nature 319, 415-418 (1986); Souza, L. M. &f al., Science 232, 61-85 (1986)).
El primer informe de un clon de ADNc de G-CSF sugirié que la proteina
madura tenia 177 aminoacidos de longitud. Los autores notificaron que
tamhién habian identificado un clon de ADNc para G-CSF que rodificaba
para una proteina que carecia de un tramo de tres aminoéacidos. Esta forma
mas corta de ADNc de G-CSF expresa la actividad de G-CSF esperada. El
segundo informe describe una secuencia de ADNc idéntica a esta forma
corta y no menciona nada dg otras variantes. Dado que estos autores
confirmaron que &l ADNc corto expresa G-CSF con el perfil espzrado de
actividad biolégica, es probable que esta sea la forma importante de G-CSF
y que la forma mas larga sea o bien una variante de corte y =empalme
minoritaria o hien el resultado de un artefacto de clonacion.

Matsumoto et al., en Infection and Immunity, vol. 55, n.* 11, pag. 2715
(1987) tratan el efecto protector de G-CSF humano sobre la infeccién
microbiana en ratones neutropénicos.

lLas siguientes publicaciones de patente se refieren a G-CSF: al
documento WO 8703689, que se incorpora como referencia al presente

documente, describe hibridomas que produc2n anticusrpos monoclonales
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especificos para G-CSF humano y su uso en la purificacion de G-CSF; &l
documento WO 87020430, que se incorpora como referencia al presente
documento, da a conocer polipaptidos similares a G-CSF humano y métodos
de produccion de los mismos; la patznte’estadounidense n.® 4.810.643, que
se incorpora como referencia al presente documento, da a conocer
polipéptidos similaras a G-CSF humano, secuencias que codifican para los
mismos y métodos para su produccion; y los documentos WO 8604305 y
WO 8604506, que se incorparan como referencia al presents dacumento,
dan a conocer un gen que codifica para G-CSF humano ¢ inhibidores dz la
infeccion que contienen G-CSF humano. El aislamiento de h-GCSF y la
produccion de G-CSF en células huésped tales como E. coli se describen,
por gjemplo, en las patentes estadounidenses n.” 4.810.643; 4.999.291;
5.580.755; y A.716.806, que se incorporan como referensia al presente
documento.

El G-CSF es una proteina farmacéuticamente activa que regula la
proliferacion, diferenciacion y activacién funcional de los granulocitos
neutréfilos (Metcalf, Blood 57:257 (1983); Yan, &f al. Blood 84(3). 795-799
(1994); Bensinger, &t a/.‘ Blood €1(11): 3188-3133 (1992); Roberts, &t al.,
Expt'l Hematology 22: 1158-1163 (1934); Nehen, &t al. Blood &81(7): 1960-
1967 (1993); Welte «f 4. PNAS-USA &2: 1526-1530 (1985); Souza et al.
Science 232: 61-65 (1986) y Gabrilove, J. Seminars in Hematology 28:2 1-14
(1989)). Se purificé G-CSF hasta homogenszidad a partir de sobrenadantes
de cultivo celular de la linea celular de carcinoma de vejiga humano 5637
(Welte ef al., Proc. Natl. Acad. Sci (1985) 82:1525-30). La secuencia del
ADNc que codifica para hG-CSF nativo se conoce a partir de Souza &t al.,
Science (198A8) 232:641-85. Como consecuencia del corte y empalme
alternativo en &l segundo intrén avistzn dos formas que se producen de
manera natural de hG-CSF con 204 & 207 amincacidos de los cuales los 30
primarns representan un péptido sefial (Lymphokings, IRL Press, Oxford,
Washington D.C., Editores D. Male y C. Rickwood). Se ha mostrado que la

proteina madura tiene un paso molecular de aproximadamente 19 ¥Da y
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tiene 5 residuds de cisteina que pueden formar puentes disulfuro
intermoleculares o intramolsculares. Estudios de unidn han mostrado que &l
hG-CSF se une a granulocitos neutréfilos. Se observa de poca a ninguna
union con lineas celulares eosindfilas linfoides, eritroideas, asi como con
macrofagos.

En seres humanos, &l G-CSF =nddgenn pueds detectarse en el
plasma sanguineo (Jones ef al. Bailliere’s Clinical Hematology 2: 1 83-111
(1989)). EI hG-CSF se produce por fibroblastos, macréfagos, células T,
trofoblastos, células endoteliales y células epiteliales y &s el producto de
expresion de un gen de copia Unica compussto por cuatro exones y cinco
intronas ubicados en &l cromosoma dizcisi=tz. La transcripcion de este locus
produce a una especie de ARNm que se procesa de manera diferencial,
dando como resultado dos formas de ARNm de hG-CSF, codificando una
version para una proteina de 177 aminoacideos, codificando la otra para una
proteina de 174 aminoacidos (Nagata «f al. EMBO J §: 575-581 (1988)), y se
ha encontrado que la forma compuesta por 174 aminoacidos tiene la mayor
actividad bhinldgica especifica in vivo. El hG-CSF reacciona de manera
cruzada entre especies, de manera que cuando se administra G-CSF
humano a otro mamifero tal como un ratén, perro o mono, se provoca una
leucocitosis de neutréfilos sostenida (Moore et al. PNAS-USA 84: 7134-7138
(1987)).

El G-CSF puede obtenerse y purificarse a partir de varias fuzntes.
Puede aislarse G-CSF humano natural (nhG-CSF) a partir de sobrenadantes
de lineas celulares de tumor humano en cultivo. El desarrollo de la
tecnologia de ADN recombinante, véase, por egjemplo, la patente
estadounidense n.° 4.810.64% (Souza) incorporada en el presente
documente como referencia, ha parmitido la produccién de cantidades a
eéscala comercial de G-CSF en forma glicosilada como producto de la
expresién en células huésped eucariotas, y de G-CSF en forma no

glicosilada como producto de la expresidn &n células huésped procariotas.
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Se ha encontrado que G-CSF es util en el tratamiento de indicaciones
en las que un aumento de neutrdfilos proporcionara beneficios. EI G-CSF
puede movilizar células madre y precursoras a partir de médula ésea y s2
usa para tratar a pacientes cuyos granulocitos s& han agotado mediante
quimioterapia, o como fase previa a trasplantes d= médula ésea. Por
ejgmplo, para pacientes con cancer, el G-CSF es beneficioso como medio
para estimular selectivamente la produccién de neutréfilos para compensar
los déficit hematopoyéticos resultantes de la quimioterapia o la radiotérapia.
Otras indicaciones incluyen =l tratamiznto de diversas enfermedades
infecciosas y estados relacionados, tales como sepsis, que esta provocada
normalment2 por un metabolito d= bacterias. El G-CSF también &s util solo,
o €n combinacién con otros compuestos, tales como otras citocinas, para el
crecimiento o la expansién de células en cultivo, por gjemplo, para
trasplantes de médula 6sea.

El receptor de G-CSF (G-CSFR) =s un miembro de la familia de
receptores de factor de crecimiento/citocinas/hematopoyéticos, que incluye
varios otros receptores de factor de crecimiento, tales como los receptoras
de interleucina (IL)-3, 4 y 6, el raceptor del factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos (GM-CSF), el receptor de eritropoyetina (EPO),
asi como los receptores de prolactina y hormona del crecimiento. Véase,
Bazan, Proc. Natl. Acad. Sci USA 87: 38934-5638 (1990). Los miembros de la
familia de receptores de citocinas contiensn cuatro residuos de cisteina
conservados y un motivo de triptéfano-serina-X-triptéfano-serina colocado
justo fuera d= la regién transmembrana. Se piensa que las secu2ncias
conservadas participan 2n interacciones proteina-proteina. V&ase, por
gjemplo, Chiba &t al., Bioshim. Biophys. Res. Comm. 184: 485-490 (1992).
E! receptor de G-CSF consiste =n una cad=na de péptido sencilla con un
peso molecular de aproximadament2 150 kD (Nicola, Immuncl. Today 8
(1987), 134).

Se ha comparado el hG-CSF glicosilado con & hG-CSF

desglicosilado, preparado mediante digestion enzimatica in vitro con
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neuraminidasa y endo-c-N-acetilgalactosaminidasa, con respecto a su
estabilidad como una funcién del pH y la temperatura (Oh- 2da ot al., 1990,
J. Biol. Chem. 265 (20): 11432-35). El hG-CSF desglicosilado, disuzito a una
consentracion de 1 Gg/ml en tampon fosfato 20 mM que contien2 NaCl 0,2
My Tween 20 al 0,01%‘ se inactivo rapidamente dentro del intervalo de pH
de desde aproximadamente 7 hasta aproximadamente 8 tras una
incubacion de dos dias a 37°C. En cambio, el hG-CSF glicosilado consarvd
mas del 80% de su actividad en las mismas condiciones. Ademas, la
evaluacién de la estabilidad térmica de ambas formas de hG-CSF, medida
mediante ensayo hioldgico y analisis calorimétrico, indicd que el hG-CSF
desglicosilado era menos estable térmicamente quz la forma nativa dez hG-
CSF.

Se han empleado varios enfoques con el fin de proporcionar
composiciones de G-CSF farmacéuticaments aceptables, estables. Un
enfoque para mejorar la estabilidad de la composicion de G-CSF implica la
sintesis de derivados de la proteina. La patente estadounidense n.”
5.665.863 da a conocear la formacidn d2 proteinas quiméricas recombinantes
que comprenden G-CSF acoplado con albimina, que tienen nuevas
propiedades farmacocinéticas. La patente estadounidense n.° 5.8624.784 y la
patente estadounidense n.° 5.320.840, dan a conocer la unidn quimica de
polimeros solubles en agua a proteinas para mszjorar la estahilidad y
proporcionar proteccion frente a la degradacién proteolitica, y mas
especificamente, moléculas de G-CSF modificadas en &l extremo N-terminal
que llevan polimeros unidos quimicamente, incluyendo polietilenglicol.

Se han determinado las estructuras de varias citocinas, incluyendo G-
CSF (Zink =t al., FEBS Lett, 214435 (1992); Zink et al., Biochzmistry
33:8453 (1994); Hill &t al., Proc. Natl, Acad. Sci. USA 90:5187 (1993)), GM-
CSF (Diederichs, K., ef al. Science 154 1779-1782 (1991); Walter &t al., J.
Mol. Biol. 224:1075-1088& (1992)), IL-2 (Bazan, J. F. Science 257: 410-411
(1992); McKay, D. B. Science 2870 412 (1992)), IL-4 (Redfield ef al.,
Biochemistry 20: 11029-11035 (1991); Powers et al., Science 256:1673-
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1677 (1992)), & IL-5 (Milburn «f al., Nature 353 172-176 (1992)) mediante
estudios de difraccién de rayos X y RMN y muestran una conservasion
sorprendente con la estructura de la GH, a pesar de una falta de homologia
de secuencia primaria significativa.

Un enfoque alternativo para aumentar la estabilidad de G-CSF en
composicion implica la alteracién de la secuencia de aminoacidos d= la
proteina. La patentz estadounidense n.” 5.416.195 da a conocer analogos
maodificados por ingenieria genética de G-CSF que tienen una estabilidad en
composicion mejorada, en los que el residuo de cisteina que se encuentra
normalmente en la posiciéon 17 de la cadena del polipéptido maduro, el
residuc de acido aspértibo que se encuentra en la posicion 27, y al menos
uno de los residuos de prolina en tandem que se encuentran en las
posiciones B85 y 66, estan todos sustituidos por un residuo de serina. La
patente estadounidense n.° 5.773.581 da a conocer los analogos de G-CSF
modificados por ingenieria genética qus se han conjugado de forma
covalente a un polimero soluble en agua.

Las diversas formas de G-CSF humano, inclu'yendo su preparacion y
purificacion, dtiles en un método para tratar o prevenir la mastitis se
daescriben en detalle en la patentz estadounidense n.® 4.810.843, que se
incorpora al presente  documento  como referencia. La  patente
estadounidense n.° 4.810.643 describe y reivindica segmentos génicos
novedosos, plasmidns recombinantes hicldgicamente funcionales y vectorss
de ADN viral y células huésped procarictas y eucariotas, que contienen un
gen de G-CSF o una variante modificada por ingenieria genética de un gen
de G-CSF. Las células huésped expresan G-CSF biologicamente activo o
una variante modificada por ingenieria g=nética de G-CSF. La patente
estadounidense n.° 5849883 y el documento WO 89/10922 describen
diversos estudios con G-CSF humano en ganado. Los =studios se realizaron
para evaluar enfermedades respiratorias  (Pasteurella  hemalytiza),
respuestas a exposiciones bacterianas (Klehsizlla pneumonia), o mastitis
coliforme (E. coli) en ganado.
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La patente estadounidense n.” 5.849.883, que se incorpora como
referencia al presente documento en su totalidad, presenta la secuencia de
polipéptido y polinucleétido de G-CSF bovino maduro (hG-CSF), y describe
métodos para clonar, aislar y purificar el polipéptide y analogos d=l mismo.
El b-GCSF macdluro tiene 174 aminoacidos de longitud (SEQ ID NO: 1) que
tienen un £2% de homologia con el hG-CSF. Se muestra un polipéptido bG-
GSF con un rasiduo de amincacido metionina inicial como SEQ 1D NO: 2. La
secuencia de polinucledtido que codifica para SEQ ID NQO: 1 se musastra
como SEQ ID NO: 3. La secu=ncia de polinuclzdtido que codifica para SEQ
ID NO: 2 se muestra como SEQ ID NO: 4. Heidari of al. describen la
expresion, purificacién y actividades biolégicas de bG-CSF en Veterinary
Immunology and Immunopathology (2001) 81 :45-57.

La unién covalente del polimero hidréfilo poli(etilenglicol), abraviado
PEG, es un método para aumentar la solubilidad en agua, biodisponihilidad,
aumentar la semivida en suern, aumentar la semivida terapéutica, modular
la inmunogenicidad, modular la actividad bhioldgica, o extender &l tiempo en
circulacion de muchas moléculas bioldgicamente  activas, incluyendo
proteinas, péptidos y particularmente moleculas hidréfobas. Se ha usado
PEG ampliamente en productos farmacéuticos, =n implantes artificiales, y en
otras aplicaciones en las que la biocompatibilidad, falta de toxicidad y faita
de inmunogenicidad son importantes. Con ¢l fin de maximizar las
propiedades deseadas de PEG, 2l peso molscular total y el estado de
hidrataciéon del polimero o polimeros de PEG unidos a la molécula
biologicamente activa deben ser suficientemente altos para conferir las
caracteristicas ventajosas asociadas normalments son la unién a polimero
de PEG, tales como aumento de la solubilidad =n agua y semivida
circulante, sin afectar al mismo tiempo de manera adversa a la bioactividad
de la molécula original.

Los derivados dé PEG se unen con frecuencia a moléculas
hioldgicamente activas mediante funcionalidades quimicas reactivas, tales

como residuos de lisina, cisteina e histidina, el ex<tremo N terminal y los
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rastos de hidratos de carbono. Las proteinas y otras molsculas con
frecuencia tiznen un nimero limitado de2 sitios reactivos disponibles para la
unidn a polimero. Con frecuzncia, los sitios mas adecuados para la
modificacion mediants unién a polimero desempefian un papel significativo
2n la unién a receptores, y son necesarios para conservar la actividad
bicldgica de la molécula. Como resultado, la unidn indiscriminada de
cadenas de polimero a tales sitios reactivos en una molécula bioldgicamente
activa con frecuencia conduce a una reduccién significativa o incluso pérdida
total de la actividad biolégica de la molécula modificada con polimaro, R.
Clark & al, (1968), J. Bisl. Cham., 271 :21680-21977. Para formar
conjugados que tienen un peso molecular de polimero suficiente para
conferir las ventajas de$eadas a una molécula diana, 1os enfoques de la
técnica anterior han supuesto normalmente la unién al azar de numernsos
brazos de polimero a la molécula, aumentando asi el rizssgo de una
reduccion o incluso pérdida total de la bioactividad de la molécula criginal.

Los sitios reactivos que farman los loci para la unién de derivados de
PEG a proteinas vienen dictados por la estructura de la proteina. Las
proteinas, incluyendo =nzimas, estan compuestas por diversas secuencias
de alfa-aminoacidos, que tiznen la estructura gensral HaN-CHR-COOH. El
resto amino alfa (H2N-) de un aminoacido se une al resto carboxilo (--COOH)
de un aminoacido adyacente para formar uniones amida, que pusden
representarse como -(NH-CHR-CO).--, en los que el subindice “n” puede ser
igual a cientos o miles. El fragmento representado por R pueds contzner
sitios reactivos para la actividad biclégica de la proteina y para la union de
derivados de PEG.

Por gjzmplo, &n el caso del aminodcido lisina, existe un resto -NH- en
la posicion épsilon asi como &n la posicién alfa. El -NH. &psilon zsta libre
para su reaccion &n condicionas de pH basico. Gran parte de la técnica &n &l
campo de la derivatizacién de proteinas con PEG se ha dirigido a desarrollar
derivados de PEG para su unién al resto -NHa épsilon de residuos de lisina

presentes en proteinas. “Polyethylene Glycol and Derivatives for Advanced
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PEGylation®, Nektar Molecular Enginzering Catalog, 2003, pags. 1-17. Sin
embargo, estos derivados de PEG tiznen todos la limitacion comin de que
no pueden instalarse de manera selectiva entre los residuos dz lisina, con
frecuencia numeroscs, presentes en las superficiés de prot2inas. Esto
puede ser una limitacion significativa &n los casos en los quz un residuo de
lisina &s importants para la actividad de la proteina, existiendo por 2jemplo
&n un sitio activo 2nzimatico, 0 en los casos en los que un residuo de lisina
desempefia un papel en la mediacién de la interaccion de la proteina con
otras moléculas bioldgicas, tal somo en &l caso de sitios de unidén a
receptores. ‘

Una segunda, & igualmente importante, complicacién de los métodos
existentes para la pegi|§cién de proteinas es que los derivados de PEG
pueden experimentar reacciones s=cundarias no deseadas con residuos
distintos de los deseados. La histidina contiene un resto imino reactivo,
representado estructurélmente como -N(H)-, psro muchas especies
quimicamente reactivas que reaccionan con -NH; épsilon también pueden
reaccionar con -N(H)-. Dé manera similar, la cadena latzral del aminoacido
cisteina lleva un grupo sulfhidrilo libre, representado estructuralmente como
-SH. En algunos casos“, los derivados de PEG dirigidos al grupo -NHa
épsilon de lisina también reaccionan con cisteina, histidina u otros residuos.
Esto pusde crear mezalas haterogéneas complejas de moléculas bioactivas
derivatizadas con PEG y riesgos d= destruir la actividad de la molécula
bicactiva que se selecciona como diana. Seria deseable desarrollar
derivados de PEG que permitan introducir un grupo funcional quimice en un
unico sitio dentro de la proteina, lo que entonces permitiria el acoplamicnto
selectivo de uno o mas polimeros de PEG a la molécula bicactiva 2n sitios
especificos en la superficie de la protzina que tanto estan bien definidos
como son pradecibles.

Ademas de los residuos de lisina, se ha dirigido un esfuerzo
considerable en la técnica hacia el desarrollo de reactivos de PEG activados

que se dirigen a otras cadenas laterales de aminoacidos, incluyendo

<O



n

15

20

30

23

cistzina, histidina y el extremo N-terminal. Véanse, por gjemplo, la patente
estadounidense n.® 6.610.281 que se incorpora como referencia al presente
documento, y "Polyethylene Glycol and Derivatives  for Advanced
PEGylation”, Nektar Molecular Engineering Catalog, 2003, pags. 1-17.
Puzde introducirse un rasidus de cisteina de manera selectiva para =l sitio
én la estructura de protzinas usando mutagénesis dirigida al sitio y otras
técnicas conocidas en la técnica, y puede hacerse reaccionar el resto
sulfhidrilo libre resultantz con derivados de PEG que llevan grupos
funcionales reactivos con tiol. Sin embargo, este enfoque &s complicado
porque la introduccion de un grupo sulfhidrilo libre puede complicar la
expresion, &l plegamiento y la estabilidad de la proteina resultantz. Por
tanto, seria deseable tener un medio para introducir un grupo funcional
quimico en maléculas bioactivas que permita =l acoplamiento selectivo de
uno o mas polimeros dz PEG a la proteina al tiampo que simultaneamente
sea compatible con (es decir, no intervenga en reacciones secundarias no
des=adas) sulfhidrilos y otros grupos funcionales quimicos que se
encuentran normalmente én proteinas.

Tal como puede observarse a partir de una muestra de la técnica,
muchos de estos derivados que s2 han desarrollado para su unién a las
cadenas laterales de proteinas, en particular, el resto -NH: en la cadena
lateral del aminoacido lisina y el restoe -SH en |a cadena lateral de cisteina,
han demostrado ser problematicos en cuanto a su sintesis y uso. Algunos
forman uniones inestables con la proteina que s& ven sometidas a hidrédlisis
y por tanto se descomponen, degradan o son de otro modo inestables en
gntornos acunsos, tales como en el torrente sanguineo. Algunos forman
unionzs mas estahbles, pero se ven sometidas a hidrélisis antes de formarse
la unidn, lo que significa que el grupn reactiva en el derivado de PEG puede
inactivarse antes de que pueda unirse la protzina. Algunos son algo toxicos
y por tanto son menos adecuados para su uso in vivo. Algunos tardan
demasiado en reaccionar como para ser Utiles en la practica. Algunos dan

como resultado una pérdida de la actividad de la proteina uniéndose a sitios
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responsables de la actividad de la proteina. Algunos no son especificos en
cuantp a los sitios a los que se unen, lo que también pusde dar como
resultado una pérdida de la actividad deseable y una falta de
reproducihilidad de los resultados. Con el fin de superar los desafios
asociados con la modificaciéon de proteinas con restos de poli(etilenglicol),
s2 han desarrollado derivados de PEG que son mas estables (por gjemplo,
la patente estadounidense 6.602.498, que se incorpora como referencia al
presente documento) o que reaccionan de manera selectiva con rastos tiol
en las moléculas y superficies (por gjemplo, la patente estadounidense
5.610.281, que se incorpora como referencia al presente documento). Existe
claramente una necesidad en la técnica de derivados de PEG que sean
quimicamente inertes en entornos fisiolégicos hasta que se recurra a ellos
para reaccionar de manzra selzctiva para formar 2nlaces quimicos estables.

El uso de conjugados de hidroxialquilaimidén, y en particular el uso de
hidroxietilalmidén (HES), unidos de forma covalente a un palipzptido, se ha
dado a conocer con el fin de alterar posiblemente la inmunogenicidad y/o
alergenicidad del polipéptido. HESylation (tratamiento con HES) e&s una
tecnologia alternativa que se ha dado a conocer en una serie de solicitudes
de patente cedidas a Fresenius Kahi AB incluyendo las publicaciones de
patente estadounidense n.°° 20050083943, 20060121072, 20010100183,
20050224230, 20050238723, 200600196877, 20070134197, 20070087951,
asi como la patente estadounidense n.® 7.285.661, todas las cuales se
incorporan al presente documento como referencia. HES es un polimero
natural modificado que' s& ha usado clinicamente como expansor de
volumen de plasma y la HESylation reprasenta la tecnologia de acoplar
principios activos a derivados de HES con el fin de modificar las
caracteristicas del farmaco, tales como la farmacocinética o solubilidad en
agua. Esto también incluye la prolongacién de la circulacion en plasma de la
proteina mediant2 un aumento de la estabilidad de la mclécula y una
reduccion del aclaramiento renal, dando como resultado un aumentn de la

actividad biolégica. Ademas, pueden redusirse la inmunogenicidad o
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alergenicidad. Variando diferentes parametros, tales como el peso molecular
de HES, puede diszfiarse a medida una amplia gama de conjugades de
HES. No obstante, =l hidroxietilaimidon comparte una desventaja comun con
todos los demas polimeros disponitles actualmente: su polidispersidad. Los
conjugados poliméricos son una mezcla de moléculas que tienen pesos
moeleculares distribuidos alrededor de un valor promedio. Esta falta de
homogeneidad da como resultado un nivel bajo de caracterizacion quimica y
bioquimica y puede impedir que el componente farmacéuticaments activo
alcance su sitio de accién (recezptor, enzima, etc.). En estos casos &l
farmaco para ser activo requiere su administraciéon en la forma original no
conjugada, y por tanto se requiers la escisidn del polimere mediante
reaccionzs metabdlicas para su eficacia farmacéutica.

Recientemente, s2 ha notificado una tecnologia totalmente nusva en
la ciencia de proteinas, que promete superar muchas de las limitaciones
asociadas con las modificaciones especificas del sitio de proteinas.
Especificamante, se han afadido nusvos componentes a la maquinaria
biosintética de proteinas de la Escherichia coli procariota (E. coli) (por
gjemplo, L. Wang, &t al,, (2001), Science 292:498-500) y la Sacchromyces
cerevisiae (S. cerevisiae) eucariota (por ejemplo, J. Chin ef al., Science 301:
964-7 (2003)), que ha permitido la incorporacién de aminoacidos no
codificados de manzra genética en proteinas in viva. Varios aminoacidos
nuevos con propiedades quimicas, fisicas o bioldgicas novedosas,
incluyendo marcadores de fotoafinidad y aminoacidos fotoisomerizables,
aminoacidos de fotorreticulacion (véanse, por gjemplo, Chin, J. W., &t al.
(2002) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 99: 11020-11024; y, Chin, J. W., et al.,
(2002) J. Am. Chem. Soé. 124:9026-9027), ceto-aminoacidos, aminoacidos
que contienen atomos pesados y aminoacidos glicosilados, se han
incorporado de manera eficaz y con alta fidzlidad en proteinas en E. coli y
en levadura en respuesta al coddn ambar, TAG, usando esta metodologia.
Véanse, por ejemplo, J. W. Chin et al., (2002), Journal of the American
Chemical Society 124:9026-9027; J. W. Chin, & P. G. Schultz, (2002),
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ChemBioChem 3(11):1135-1137; J. W. Chin, et al., (2002), PNAS United
States of America 99: 11020-11024; vy, L. Wang, & P. G. Schultz, (2002),
Chem. Comm., 1:1-11. Todas las referencias se incorporan como referencia
en su totalidad. Estos estudios han demostrado que es posible introducir de
mansra selectiva y rutinaria grupos funcionales quimicos, tales como grupos
cetona, grupos alquino y restos azida, que no se =ncuentran en proteinas,
que son quimicamente inertes frente a todos los grupos funcionales que se
encuentran en los 20 aminoacidos comunes, codificados de manera
genética y que pueden usarse para reaccionar de manera eficaz y selectiva
para formar uniones covalentes estables.

La capacidad de incorporar amincacidos no codificados de manera
genética en proteinas parmite la introduccion de grupos funcionales
quimicos que podrian proporcionar valiosas alternativas a los grupos
funcionales que se producen de manera natural, tales como el -NH: épsilon
de lisina, el sulfhidrilo -SH de cisteina, &l grupo imino de histidina, etc. Se
sabe que determinados grupos funcionales quimicos son inertes frente a los
grupos funcionales que se encuentran en los 20 aminoacidos comunes,
codificados de manera genética pero reaccionan de manera limpia y eficaz
para formar uniones zstables. Se conoce en la técnica que los grupos azida
y acetilena, por gjemplo, experimentan una reaccion de cicloadicién [3+2] de
Huisgen en condiciones acuosas en presencia de una cantidad catalitica de
cobre. Véanse, por ejen{_plo, Tornoe, =t al., (2002) L Org. Chem, 67:3057-
30A4; y, Rostovtsav, et al., (2002) Angew. Chem, Int. Ed, 41 :2566-2599.
Introduciendo un resto azida en una estructura proteica, por gjemplo, puede
incorporarse un grupo funcional que es quimicamente inerte frente a aminas,
sulfhidrilos, acidos carboxilicos, grupos hidroxilo que se encuentran eén
proteinas, pero que tambiin reacciona suave y eficazmente con un resto
acetileno para formar un producto de cicloadicion. De manera importante, en
ausencia del resto acetileno, la azida permanece quimicamente inerte y no
reactiva en presencia de otras cadenas laterales de proteina y en
condiciones fisiolégicas. |
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La presente invencién trata, entre otras cosas, problemas asociados
con la actividad y produccidon de polipéptidos bG-CSF, y también trata la
produccién de un polipéptido bG-CSF con propiedades bioldgicas o
farmacolégicas mejoradas y/o semivida terapéutica mejorada.

SUMARIO DE LA INVENCI()N

Esta invencion proporciona polipéptidos bG-CSF que comprenden
unc 0 mas aminoacidos no codificados de mangra natural.

En algunas realizacion2s, &l polipéptido bG-CSF comprende una o
mas modificacionzs postraduccionales. En algunas realizaciones, el
polipéptido bG-CSF s& une a un ligador, palimero o maolécula biclégicamente
activa. En algunas realizaciones, &l polipéptido bG-CSF s& une a un
palimero bhifuncional, ligador bifuncional, o al menos un polipéptido bG-CSF
adicional.

En algunas realizacionas, €l aminoacido no codificado de manera
natural s une a un polimero soluble en agua. En algunas realizaciones, el
polimero soluble en agua comprends un resto de poli(etilenglicol). En
algunas realizaciones, &l aminoacido no codificado de manara natural se
une al polimero soluble en agua con un ligador o s une al polimero soluble
en agjua. En algunas realizaciones, la molécula de poli(etilenglicol) s un
polimero hifuncional. En algunas realizaciones, &l polimero bifuncional se
une a un segundo polipéptido. En algunas realizaciones, €l segundo
polipéptido es un polipéptido bG-CSF.

En algunas realizaciones, &l polipéptido bG-CSF comprends al mznos
dos aminoacidos unidos a un polimero soluble en agua que comprende un
resto de poli(etilenglicol).En algunas realizaciongs, al menos un aminoacido
&s un aminonacido no codificado de manera natural.

En algunas realizaciones, s= incorpora uno 0 mas aminoacidos no
codifizados de manara natural &n una 0 mas de las siguientes posiciones en
hG-CSF: antes de la posicion 1 (es decir &n &l extremo N-tzrminal), 1, 2, 3
4,5,/6,7,8 9 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25
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26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 24, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45,
46, 47, 48, 46, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, &1, 2, 83, 64, 65,
66, 87, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, TR, 7T, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, &5,
26, 87, 88, €9, a0, 91, 92, 93, o4, 95, 96, o7, @8, 99, 100, 101, 102, 103,
104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118,
116, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133,
134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148,
149, 150, 181, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 180, 181, 182, 1533,
164, 165, 166, 187, 166," 1689, 170, 171, 172, 173, 174, 175 (es decir, en el
extremo carboxilo terminal de la proteina), y cualquisr combinacién de las
mismas (SEQ ID NO: 1 o los aminoacidos correspondientes en la SEQ ID
NO: 2 o los aminoacidos correspondizntes 2n otro polipéptido bG-CSF).

En algunas realizéc.iones, se incorpora uno o mas aminodacidos no
codificados de manera natural en una o mas d= las siguientes posiciones dez
bG-CSF: 3, 7, 11, 33, 43, 58, 62, €7, 89, 93, 99, 123, 124, 125, 133, 134,
136, 141, 159, 165, 139, 170, 173, y cualquier combinacién d= las mismas
de la SEQ ID NO: 1 0 los aminoacidos correspondientes &n la SEQ ID NO:
2. En algunas realizaciones, se incorpora uno o mas aminoacidos no
codificados de manzra nétural &n una o mas de las siguientes posiciones de
bG-CSF: 3, 7, 33, 43, 58, 62, a7, A9, 96, 123, 124, 133, 134, 141, 166, y
cualquier comhinacién de las mismas (SEQ ID NQ: 1 o los aminoacidos
correspondientzs 2n la SEQ ID NO: 2). En algunas realizaciones, se
incorpora uno 0 Mas aminoacidos no codificados de manera natural &n una
0 mas de las siguientes posicionzs de bG-CSF: 3, 7, 62, 133, 166, y
sualquier combinacion de las mismas de la SEQ ID NO: 1 o Ios aminoacidos
corraspondiantes 2n la SEQ ID NO: 2. En algunas rzalizaciongs, se
incorpora uno o mas aminnacidos no codificados de manera natural en una
0 mas de las siguientes posiciones de hG-CSF: 62, 133, y una combinacian
de las mismas (SEQ ID NO: 1 o los aminoacidos correspondientes en la
SEQ ID NO: 2). En algunas realizaciones, se incorpora uno o mas
aminoacidos no codificados d= manera natural en la pasicidn 82 de bG-CSF
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(SEQ ID NO: 1 o &l aminoacido correspondiente en la SEQ ID NO: 2). En
algunas realizaciones, se incorpora uno o mas aminoacidos no codificados
de manera natural en la posicién 133 de bG-CSF (SEQ ID NO: 1 o el
aminodcido correspondiente n la SEQ ID NO: 2). En algunas rsalizacionss,
el polipéptido de la invencion comprende una o mas sustitucionzs, adicionas
o deleciones de aminoacidos naturales. En algunas realizaciones, se
incorpora uno 0 Mas aﬁ1inoécidos no naturales en una secuencia lider o
sefial quz es N o C terminal con respecto a SEQ ID NO: 1, 2, u otra
szcuencia de bG-CSF.

En algunas realizaciones, ¢l aminoacido que no se produce de
manera natural en una o mas de esas posiciones s& une a un polimero
soluble &n agua, incluyenhdo, pero sin limitarse a, las posiciones: antes de la
posician 1 (es decir en &l extremo N-terminal), 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 6, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 15, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 78, 29, 30, 31,
32, 33, 24, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 45, 47, 48, 46, 80, 51,

2, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, €0, 81, A2, A3, A4, A5, &3, &7, 68, ARY, 70, 71,
72,73, 74,75, 78, 77, 78,79, 80, 81, 82, £3, 84, 35, 83, 87, 88, 89, 90, 91,

1

a2, 93, a4, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108,
109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 118, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123,
124, 125, 128, 127, 128, 120, 130, 121, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138,
139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 148, 147, 148, 149, 150, 151, 1562, 1563,
154, 155, 153, 157, 1588, 1589, 150, 181, 162, 163, 154, 155, 166, 157, 188,
169, 170, 171, 172, 173, 174, 175 (=s denir, 2n =l extremo carbovilo terminal
de la proteina) , y cualquier combinacidn de las mismas (SEQ ID NO: 1 0 los
aminoacidos correspondientes en la SEQ ID NO: 2 o los aminoacsidos
corresspondientes en otro polipéptide bG-CSF).

En algunas realizaciones, el aminoacido que no se produce de
manera natural en una ‘o mas de esas posiciones s& une a un polimero
soluble en agua, incluyendo, pero sin limitarse a, las posiciones; 3, 7, 11, 33,
42, 88, 62, 67, 58, 98, 99, 123, 124, 128, 133, 134, 136, 141, 159, 166, 189,

170, 173,, y cualquier combinacién de las mismas (SEQ ID NO: 1 o los
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aminoacidos correspondientes en la SEQ ID NO: 2). En algunas
realizasiones, el aminoacido quz no se produce de manera natural en una o
mas de esas posiciones se une a un polimero soluble en agua, incluyendo,
pero sin limitarse a, las posicionegs: 3, 7, 33, 43, 53, 52, 37, 89, 60, 123, 124,
133, 134, 141, 166, y cualquier comhinacién d= las mismas (SEQ ID NO: 1 o
los aminoacidos correspondientes en la SEQ ID NO: 2). En algunas
realizaciones, el aminoéqido que no se produce de manera natural en una o
mas de esas posisiones se una a un polimero soluble en agua, incluyendo,
pero sin limitarse a, las posicionzs: 3, 7, 82, 133, 166, y cualquier
combinacién de las mismas (SEQ ID NO: 1 o los aminoacidos
correspondientes en la SEQ ID NO: 2). En algunas realizaciones, el
amincacide no codificado de manera natural en una © mas de esas
posiciones se une a un polimero soluble en agua, incluyendo, pero sin
limitarse a 62, 132, y una sombinacion de las mismas (SEQ ID NO: 1 o los
aminoacidos correspondizntes en la SEQ ID NO: 2). En algunas
realizaciones, el aminoacido no codificadn de man=zra natural en la posiciéon
62 s2 une a un polimero soluble en agua (SEQ ID NO: 1 o el aminoacido
correspondients en la SEQ ID NO: 2). En algunas realizaciones, el
aminoacido no codificado de manera natural en la posicién 133 s& une a un
polimero soluble en agua (SEQ ID NO: 1 o &l aminoacido correspondiente
en la SEQ ID NO: 2). En algunas realizacionzs, ¢l aminoacido que no se
produce de manera natural en la secuencia lider o sefial N o C terminal con
respecto a SEQ ID NO: 1, 2, u ofra secuencia de bG-CSF s& une a un
polimero soluble en agua.

En algunas realizasiones, el polipéptido bG-CSF comprende una
sustitusion, adicién o delecién que modula la afinidad del polipéptido bG-
CSF por un receptor o parsja de unién, incluyendo, pero sin limitarse a, una
proteina, polipéptido, molécula pequefia o acido nucleico. En algunas
realizaciones, el polipéptido bG-CSF comprende una sustitucién, adicién o
delecidon que aumenta la estabilidad del polipéptido bG-CSF en comparacian

con la estabilidad del bG-CSF correspondiznte sin la sustitucion, adiciéon o
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delecién. La estabilidad y/o solubilidad pusde medirse usando varios
ensayos diferentes conocidos por los expertos en la técnica. Tales ensayos
incluyen, perc no se limitan a, SE-HPLC y RP-HPLC. En algunas
realizaciones, =l polipéptido hG-CSF comprende una sustitucién, adicién o
del=cién que modula la inmuncgenicidad del polipéptido bG-CSF en
comparacion con la inmunegenicidad del bG-CSF correspondiente sin la
sustitucién, adicién o delecién. En algunas rezalizaciones, el polipéptido bG-
CSF comprende una sustitucién, adicién o delecién que modula la semivida
en suero o el tiempo en circulacion del polipéptido bG-CSF en comparacion
con la semivida en suern o el tiempo en circulacion del hG-CSF
correspondients sin la sustitucion, adicién o delecion.

En algunas realizaciones, el polipéptido hG-CSF comprende una
sustitucién, adicién o delecidn que aumenta la solubilidad acuosa dal
polipéptido bG-CSF en comparacion con la solubilidad acuosa del bG-CSF
correspondiente  sin la sustitucion, adicion o delecion. En algunas
realizaciones, el polipéptido bG-CSF comprende una sustitucién, adicién o
delecion que aumenta la solubilidad del polipéptido bG-CSF producido en
una célula huésped en comparacion con la solubilidad del bG-CSF
correspondiente  sin la sustitucién, adicidn o delecion. En algunas
realizaciones, ¢l polipéptido bG-CSF comprends una sustitucion, adicién o
deleciéon que aumenta la expresion del polipéptido bG-CSF en una célula
huésped o aumenta la sintesis in vitro en comparacion con la expresioén o
sintesis del bG-CSF correspondiznte sin la sustitucion, adicién o delecién. El
polip&ptido bG-CSF qué comprende esta sustitucion conserva la actividad
agonista y conserva o mejora los niveles de expresion en una célula
huésped. En algunas realizaciones, ¢l polipéptido bG-CSF comprends una
sustitucion, adicién o delecidon que aumenta la resistencia a proteasas del
polipéptido bG-CSF en comparacién con la resistencia a proteasas del bG-
CSF correspondiente sin la sustitucion, adicién o delecién.

En algunas realizaciones, &l polipéptido bG-CSF comprende una

sustitucién, adicién o deleciéon que modula la actividad de transduccién de
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interaccion con el polipéptido bG-CSF correspondiente sin la sustitucién,
adicion o delecidan. En algunas realizaciones, €l polipéptido bG-CSF
comprende una sustitucion, adicién o delecién que modula su unidn a otra
molécula tal como un receptor 2n comparacién con la unién del polipéptido
hG-CSF correspondiente sin la sustitucion, adicion o del2cion. En algunas
realizaciones, el polipéptido bG-CSF comprende una sustitucion, adicién o
delecién  que modula la hematopoyesis en comparacion con la
hamatopoyesis del polipéptido bG-CSF correspondiente sin la sustitucion,
adicién o delecion. En algunas realizaciones, €l polipéptido bG-CSF
comprende una sustitucién, adicidn o delecién que modula la proliferacion
de neutréfilos en comparacidn con la proliferacion de neutrédfilos del
polipéptido bG-CSF corfespondiente sin la sustitucién, adicion o dzlecion.
En algunas realizaciones, ¢l polipéptido bG-CSF comprende una sustitucién,
adicion o delecidén que modula la maduracién de neutréfilos en comparacion
con la maduracién de neutréfilos del polipéptido bG-CSF correspondiente sin
la sustitucion, adicion o delecién. En algunas realizaciones, &l polipéptido
bG-CSF comprende una sustitucion, adicién o delecidn que aumenta la
compatibilidad del polipéptido bG-CSF con conservantes farmacéuticos (por
ajemplo, w-cresol, fenol, alcohol bhencilico) en comparaciéon con la
compatibilidad del bG-CSF correspondiente sin la sustitucidn, adicién o
delecidn. Esta compatibilidad aumentada permitira la preparacion de una
formulacién farmacéutica con conservantes que mantiene las propiedades
fisicoquimicas y la actividad binldgica de la proteina durante el
almacenamiento.

En algunas realizaciones, se crea uno o mas enlaces disefados
mediante ingenieria con uno 0 mas aminoacidos no naturales. El enlace
intramolecular puede crearse de muchas maneras, incluysndo, pero sin
limitarse a, una reaccidn entre dos aminodcidos en la proteina en
condiciones adecuadas (uno o amhbos aminodcidos pueden ser un

aminoacido no natural); una reaccién con dos aminoacidos, cada uno de los

GO



10

15

20

30

33

cuales pu=de estar codificado de manera natural o no estar codificado de
manera natural, con un ligador, polimaro, u otra molécula en condiciones
adecuadas; etc.

En algunas realizaciones, una o mas sustituciones de aminoacido en
el polipéptido bG-CSF pueden ser por uno o mas aminoacidos que se
producen de manera natural ¢ que no se producen de manera natural. En
algunas realizacionas las sustituciones de aminoacido en el polipéptido hG-
CSF puaden ser por aminoacidos que se producen de manera natural o que
no se producen de manera natural, siempre que al menos una sustitucion
sea por un aminoécidf.l: no codificado d2 manera natural. En algunas
realizaciones, una o mas sustituciones de aminoacido an 2l polipiptido hG-
CSF puedan ser por uno o mas aminoacidos que s producen de manara
natural, y adicionalmente al m=nos una sustitucién es por un aminoacido no
codificado de manera natural.

En algunas realizaciones, =l aminoacido no codificado de manera
natural comprende un grupo carbonilo, un grupo acetilo, un grupo
aminnovilo, un grupo hidrazina, un grupc hidrazida, un grupo semicarbazida,
un grupo azida o un grupo alquino.

En algunas realizaciones, el aminoacido no codificado de manera
natural comprende un grupo carbonilo. En algunas realizaciones, =l
aminoacido no codificado de manera natural tiene la estructura;

(GHa)RICOR,
ReHN COR;

en la que n es 0-10; Ry es un alquilo, arilo, alquilo sustituido o arilo
sustituido; R s H, un alquilo, arilo, alquilo sustituido y arilo sustituido; y R
es H, un aminoacido, un polipéptido o un grupo de madificacidén de extremo
amino terminal, y R4 es‘H, un aminoacido, un polipaptido o un grupo de
modificacién de extremo carboxilo terminal.

En algunas realizaciones, €l aminodcido no codificado de manera

natural comprends un grupo aminooxilo. En algunas realizaciones, el
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aminoacido no codificado de manera natural comprende un grupe hidrazida.
En algunas r=alizaciones, el aminoacido no cadificado de manera natural
comprende un grupo hidrazina. En algunas realizacionss, =l residuo de
aminoacido no codificade de manera natural comprende un grupo
semicarbazida.

En algunas realizaciones, &l residuo de aminoacido no codificado de
manera natural comprende un grupo azida. En algunas realizaciones, el

aminnacidn no codificado de manera natural tien= la estructura:

/(Tiﬁ)nR1x(CH2)mNa

RzHN COR;

en la que n es 0-10; R¢ &s un alquilo, arilo, alquilo sustituide, arilo
sustituido o no esta presente; X es O, N, S o nc esta presentg; m es 0-10; Rz
&s H, un aminoacido, un polipéptido o un grupo de modificacién de extremo
amino terminal, y R; es H, un aminoacido, un polipéptido o un grupo d=
modificacidn de extremo carboxilo terminal.

En algunas realizacionas, = aminoacido no codificado de manera
natural comprende un gJgrupo alquino. En algunas realizacionas, =l
aminoacido no codificado de manera natural tien= la estructura:

(GHR) Ry K (TH) O H

R,HN COR,

en la que n es 0-10; Ry &s un alquilo, arilo, alquilo sustituide o arilo
sustituido; X es O, N, S o no esta presente; m es 0-10, Rx s H, un
aminoacido, un polipéptido o un grupo de modificacion de extremo amino
terminal, y Rs &5 H, un aminoacido, un polipéptido o un grupo de
modificacién de extremo carboxilo terminal.

En algunas realizaciones, ¢l polipéptido &s un agonista, agonista

parcial, antagonista, antagonista parcial o agonista inverso del polip&ptido

G



10

15

30

35

bG-CSF. En algunas realizaciones, el agonista, agonista parcial,
antagonista, antagonista parcial 0 agonista inverso del polipéptido bG-CSF
comprende un aminoacido no codificado de manera natural unido a un
polimero soluble en agua. En algunas r=alizaciones, 2l polimero soluble en
agua comprende un resto de pali(ztilenglicol). En algunas realizaciones, &l
agonista, agonista parcial, antagonista, antagonista parcial o agonista
inverso del polipéptido bG-CSF comprende un aminoacido no codificado de
manera natural y una o mas modificaciones postraduscionales, ligadores,
polimeros o moléculas bioldgicamente activas.

La presente invencion tamhi&n proporciona acidos nuclzicos aislados
que comprenden un polinucledtido que se hibrida en condiciones rigurosas
con las SEQ ID NO: 3, 4 0 acidos nucleicos que codifican para polipéptidos
de las SEQ ID NO: 1, 2. La presente invencidon también proporciona acidos
nucleicos aislados que comprenden un polinucledtido que se hibrida en
condiciones rigurosas cdn la SEQ ID NO: 3, 4 o polinucledtidos que se
hibridan en condiciones rigurosas con polinucleétidos que codifican para
polipéptidos mostrados como SEQ ID NO: 1, 2 en los que el polinucledtido
comprende al menos un codén selector. La presente invencidn también
proporciona acidos nucleicos aislados que comprenden un polinucledtido
que codifica para los polipéptidos mostrados como SEQ ID NQO: 1, 2. La
presente invencién también proporciona acidos nucleicos aislados que
comprenden un polinucleétido que codifica para los polipéptidos mostrados
corno SEQ ID NO: 1, 2 con uno o mas aminoacidos no codificados de
manera natural. Resulta faciimente evidente para los expertos en la técnica
que varios polinucledtidos diferentes pusden codificar para cualquier
polipéptido de la presents invencidn.

En algunas realizaciones, €l codén selector se selecciona del grupo
que consistz =n un codén ambar, codén ocre, codén dpale, un codén Unico,
un codén raro, un codén de cinco hases y un codén de cuatro bases.

La presente invencion también proporciona métodos de preparacion

de un polipéptido bG-CSF unido a un polimero scluble en agua. En algunas
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realizaciones, &l método comprends ponar en contacto un polipéptido bG-
CSF aislado que comprende un aminoacide no codificado de manera natural
con un polimero soluble en agua que comprende un resto que rgacciona con
el aminodacido no codificado d= manera natural. En algunas realizaciones, &l
aminoacido no codificado de manera natural incorporadia en 2l polipéptido
bG-CSF es reactivo frenfe a un polimero soluble en agua que por lo demas
no es reactivo frente a cualquiera de los 20 aminoacidos comunes. En
algunas realizaciones, ¢l aminoacido no codificado de manera natural
incorporado en el polipéptido bG-CSF es reactiva frente a un ligador,
polimero o molécula biolégicamente activa que por lo demas no es reactivo
frente a cualquiera de los 20 aminoacidos comunes.

En algunas realizaciones, &l polipéptido bG-CSF unido al polimero
soluble en agua s= prepara haciendo reaccionar un polipéptido bG-CSF que
comprends un amincacido que contiene carbonilo con una molécula de
poli(etilenglical) que comprende un grupo aminoovilo, hidrazina, hidrazida o
semicarbazida. En algunas realizaciones, &l grupo aminoovilo, hidrazina,
hidrazida o semicarbazida se une a la molécula de pali(stilenglicol) a través
de un enlace amida. En algunas realizaciones, &l grupo aminooxilo,
hidrazina, hidrazida o semicarbazida s& une a la molécula de
poli(etilenglicol) mediante un enlace de carbamato.

En algunas realizaciones, el polip2ptidoe bG-CSF unido al polimero
soluble en agua se& prepara haciendo reaccionar una molécula de
poli(stilznglicol) que comprende un grupo carbonila con un polipéptido que
comprenda un aminoacido no codificado de man=ra natural que comprende
un grupo aminooxilo, hidrazina, hidrazida o semicarbazida.

En algunas realizaciones, el polip&ptido bG-CSF unide al polimero
soluble en agua se prepara haciendo reaccionar un polipéptido bG-CSF que
comprende un aminoacido que contiene alquino con una molécula de
poli(etilenglicol) que comprende un resto azida. En algunas realizaciones, el
grupo azida o alquino se Line a la molécula de poli(etilenglicol) a través de
un enlace amida.
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En algunas realizaciones, =l polipéptido hG-CSF unido al polimero
soluble en agua se prepara haciendn reaccionar un polipéptido bG-CSF que
comprende un aminoacido que contiens azida con una molécula de
pali(etilenglicol) que comprende un resto alquino. En algunas realizaciones,
el grupe azida o alquino se une a la molécula de poli(etilenglicol) a través de
Ln enlace amida.

En algunas realizaciones, la molécula de poli(etilenglicol) tiens un
peso molecular de entre aproximadamente 0,1 kDa y aproximadamente 100
kDa. En algunas realizaciongs, la malécula de poli(stilenglicol) tiene un peso
molecular de entrz 0,1 kDa y 50 kDa.

En algunas realizaciones, la molécula de poli(etilenglicol) es un
polimero ramificado. En algunas realizaciones, cada ramificacion del
polimero ramificado de poli(etilenglicol) tiene un peso molecular de entre 1
kDa y 100 kDa, o entre 1 kDa y 50 kDa.

En algunas rzalizaciones, =l polimero soluble en agua unido al
polipéptido bG-CSF comprende un resto de polialquilenglicol, en algunas
realizaciones, el residuo de aminoacido no codificado de manera natural
incorporado en el polipéptido hG-CSF comprende un grupo carboenilo, un
grupo aminooxilo, un grupo hidrazida, un grupo hidrazina, un grupo
semicarbazida, un grupo azida o un grupo alquino. En algunas realizaciones,
el residuo de aminoécidq no codificado de manera natural incorporado en el
polipéptido bG-CSF comprende un resto carbonilo y el polimero soluble en
agua comprende un resto aminoowxilo, hidrazida, hidrazina o semicarbazica.
En algunas realizaciones, ¢l residuo de aminoacido no codificado de manera
natural incorparado en el polipéptido bG-CSF comprende un resto alquino y
el polimero sclublz 2n agua comprende un resto azida, en algunas
realizaciones, &l residuo de aminonacido no codificado de manera natural
incorporado en &l polipéptido bG3-CSF comprende un resto azida y el
polimero soluble en agua comprende un resto alquino.

La presentz invehcidon también proporciona composiciones que
comprenden un polipéptido bG-CSF que comprende un aminoacido no
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codificado de manera natural y un vehiculo farmacéuticaments aceptable.
En algunas realizaciones, &l aminnacido no codificado de manera natural se
une a un polimero soluble en agua.

La presente inverjcién tambi&n proporciona células que comprandean
un polinucledtido que codifica para =l polipéptido hG-CSF que comprende un
codén selector. En algunas realizaciones, las células comprenden una ARN
sintetasa ortogonal y/o un ARNt ortogonal para sustituir un aminoacido no
codificado de manera natural en el polipéptido bG-CSF.

La presente invencién también proporciona métodos de preparacion
de un polipéptido bG-CSF que comprends un aminoacido no codificado de
manera natural. En algunas realizaciones, los métodos comprenden cultivar
células que comprenden. un polinucledtido o polinucledtidos que codifican
para un polipéptido bG-CSF, una ARN sintetasa ortogonal y/o un ARNt
ortogonal en condiciones para permitir Ia expresion del polipéptido bG-CSF;
y purificar &l polipéptido bG-CSF de las células y/o el medio d= cultivo.

La presente invencion también proporciona métodos de= aumento de
la semivida terapéutica, :semivida &h suero o tiempo en circulacion de
polipéptidos hG-CSF. La presente invenciéon también proporciona métodos
de modulacién de la inmunogenicidad de polipéptidos bG-CSF. En algunas
realizaciones, los métodos comprenden sustituir uno cualquiera o mas
aminoacidos en polipéptidos bG-CSF que se producen de manera natural
por un aminoacido no codificado de manera natural y/o unir al polipéptido
bG-CSF a un ligador, un polimero, un polimero scluble =n agua, o una
molécula biolégicamente activa.

La presente invencién también proporciona métodos de tratamiento
de un paciznte que necesita un tratamiento de ests tipo con una cantidad
eficaz de una molécula de bG-CSF de la presentz invencién. En algunas
realizaciones, los métodns comprenden administrar al pacientz una cantidad
terapéuticamente eficaz de una composicion farmacéutica que comprende
un polipéptido hG-CSF ques comprende un aminoacido no codificado de

manera natural y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En algunas
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realizaciones, &l aminoacido no codificado de manera natural s¢ une a un
polimera soluble en agua. En algunas realizacionzs, &l polipéptido bG-CSF
esta glicosilado. En algunas realizaciones, &l polipéptido hG-CSF no esta
glicosilado. |

La present= invencion también proporciona polipeptidos hG-CSF que
comprenden una secusncia mostrada en la SEQ ID NO: 1, 2, o cualquier
otra secuencia de polipéptide bG-CSF, excepto porque se sustituye al
menos un aminoacido &s por un aminodcido no codificado de manzra
natural. La presente invencién también proporciona polipéptidos bG-CSF
que comprenden una secuencia mostrada como SEQ ID NO: 1, 2. En
algunas realizaciones, &l aminoacido no codificado de manera natural se
une a un polimero saluble en agua. En algunas realizacionas, el polimero
soluble en agua comprende un resto de poli(etilenglicol). En algunas
realizaciones, el aminoacido no codificado de manera natural comprends un
grupo carbonilo, un grupo aminooxilo, un grupo hidrazida, un grupo
hidrazina, un grupo semicarbazida, un grupo azida o un grupo alquino,

La presente invencidn también proporciona composiciones
farmacéuticas que comprenden un vehiculo farmacéuticament2 aceptable y
un polipéptido bG-CSF que comprende la secuencia mostrada en la SEQ ID
NO: 1, 2, o cualquier otra secuencia de polipéptido bG-CSF, &n la que se
sustituye al menos un aminoacido por un aminoacido no codificado de
manera natural. La presente invencidn tambisn proporciona composiciones
farmacéuticas que comprenden un vehiculo farmaciuticamente aceptable y
un polipéptido bG-CSF que comprende la secusncia mostrada en la SEQ ID
NO: 1, 2. En algunas r=alizaciones, €l aminoacido no codificado de manera
natural comprende un resto sacarido. En algunas realizaciones, ¢l polimero
soluhle en agua se une al polipéptido por medio de un resto sacarido. En
algunas realizacionss, un ligador, polimaro o molécula bioldgicamente activa
s& une al polipéptido bG-CSF por madio de un resto sacarido.

La presznte invencién tamhién proporciona un polipéptido bG-CSF

que comprende un polimero soluble =n agua unido mediante un enlace
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covalente al polipéptido bG-CSF e&n un Unico aminoacido. En algunas
realizaciones, &l polimero soluble en agua comprende un resto de
poli(etilenglicol). En algunas realizaciones, &l aminoacido unido de forma
covalente al polimero solublz en agua s un aminoacido no codificado de
manera natural presente en &l polipéptido.

En algunas realizaciones de la presente invencién, s& uns un
polipéptido bG-CSF que comprende un HES unido mediante un enlace
covalentz al polipéptido hG-CSF, en un Unico aminoacido. En algunas
realizaciones, €l (nico aminoacido unido de forma covalentz a HES es un
aminoacido no codificado de manera natural presente en ¢l polipéptido. En
algunas realizaciones de= la presente invencién, un polipéptido bG-CSF
comprende mlltiples aminoacidos no codificados de manera natural, que
pueden unirse a multiples moléculas de HES y/o PEG.

La presente invencidn proporciona un polipéptido bG-CSF que
comprende al menos un ligador, polimero o molécula biolégicamente activa,
en 2l que dicho ligador, polimero o molécula biclégicamente activa se une al
polipéptido a través de un grupo funcional de un aminoacido no codificado
de manera natural incorporade de manera ribosdémica &n =l polipéptido. En
algunas realizaciones, €l polipéptido estd monopegilado. La presente
invencién también proporciona un polipéptide bG-CSF que comprende un
ligador, polimern o molécula bicldgicament: activa que se une a uno o mas
aminocacidos no codificados de manera natural en el que dicho aminoacido
no codificado de manera natural se incorpora de manera ribosémica en el
polipéptido en sitios preseleccionados.

Dentro del alcance de esta invencidn se incluye la secuzncia lider o
sefial de hG-CSF unida a una region codificante para bG-CSF, asi como una
secuencia sefial heterdloga unida a una regidn codificante para bG-CSF. La
secuencia lider o sefal heteréloga seleccionada debs ser una que se
reconoce y procesa, por eje.mplo, por el sistema de secrecion de la célula
huésped para secretar y posiblemente sz escinde mediante una peptidasa

sefial, por la célula huéspzd. Un métodn de tratamiento de un estado o
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trastorno con el hG-CSF d2 la presente invencion se pretende que implique
tratar con hG-CSF con o sin un paptido sefal o lider.

La presente invencidon proporciona un método de tratamiento y
prevencion de infecciones &n animales. La presente invencion también
proporciona un método de tratamiento y prevencién de la mastitis y la fiebre
d= embarqus en animales bovinos. La present2 invencién también
proporciona un método de tratamiento de infecciones en animalzs sin
acumulacién de rasistencia de cepa de bacterias. Ademas, la presents
invencién proporciona un polip&ptide purificado y aislado que tiene parte o la
totalidad de la confirmacién estructural primaria y una o mas de las
propiedadzs bioldgicas de G-CSF havino que se produce de manera natural,
y secuencias de ADN que codifican para tal G-CSF hovino.

En otra rzalizacién de la invencion, se administran uno o mas factores
estimulantes de colonias adicionales al animal infestado con G-CSF,
incluyendo, pero sin limitarse a, GM-CSF, M-CSF y multi-CSF (IL-3). Los
CSF se administran juntos o por separado. En una realizacion adicional, se
tratan infecciones de animales administrando G-CSF con uno 0 mas de: los
interferones incluyendo, pero sin limitarse a, interferdn «, IL2, y TNF o con
antibiéticos tradicionales incluyendo, pero sin limitarse a, penicilinas,
cefalosporinas, y aminoglicésidos.

En otra realizacién, se usa tratamiento con hG-CSF de una manera
profilactica. Puede usarse bG-CSF como terapia profilactica para aumentar
la defensa de huésped de animales que estan en riesgo de adquirir una
infeccion bacteriana, por levaduras o fangica. Por ejemplo, puede usarse
hG-CSF como terapia profilactica en animales normales con riesgo de
adquirir una infeccidn, incluyendo, pero sin limitarse a, neumonia. El término
‘normal” tal como se& usa en &l presents documento significa un animal que
tiene una funcién inmunitaria normal y férmula leucocitaria y recuento de
glébulos blancos normales. Se trata ¢l ganado de manera profilactica antes
dzl embarque u otras situaciones que pueden debilitar al ganado, con 2l fin

de reforzar y sensibilizar su capacidad para luchar contra infecciones. La
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administraciéon del bG-CSF puede realizarse en ¢l momento en &l que se
procesa el ganado, =s decir, se vacuna, s marca, &tc. El tratamiznto con
hG-CSF también puede realizarse durantz la terapia de vacas sin lactancia
ylo justo antes de que la vaca de a luz con el fin de reducir la posibilidad de
infeccionas intrauterinas pasparto, y de mastitis durante las fases tempranas
de lactancia. Véanse Kehrli et a, Am. J. Vet. Res., 50, n.® 2, 207 (1989),
Oliver &t al., J. Dairy Sci. 71 :2584-2306 (1938); y Kehrli «t al., J Dairy Sci.
T4:4399-4412 (1991) para una descripcion de la funcién bovina de los
neutréfilos durante el periodo periparturiento. D& mansara convencional, no
hay ninguin tratamiento con antibidticos justo antas del nacimiento dehido a
residuos que aparecerian en la leche de las vacas haciendo que no fuese
adescuada para su uso.

En otra realizacion, la conjugacion del polipéptidoc bG-CSF que
comprende uno o mas aminoacidos que no se producen de manera natural
con otra molécula, incluyendo, pero sin limitarse a, PEG, proporciona hG-
CSF sustancialmente purificado debido a la reaccidén quimica unica usada
para la conjugacién con el aminoacido no natural. La conjugaciéon de bG-
CSF que comprende uno 0 mas aminoacidos no codificados de manera
natural con otra molécula, tal como PEG, puede rzalizarse con ofras
técnicas de purificacion realizadas antss o después de la etapa de
conjugacion para proporcionar bG-CSF sustancialmente puro.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1 - se muestra un plasmido usado para la expresion de bG-
CSF.

Figura 2 - s= muestran detalles referentzs a una linea de cilula
huésped usada para exprasar hG-CSF.

Figura 3 - se& muestra analisis de SDS-FAGE de la expresion de
polipéptidos bG-CSF de la presents invencién.

Figura 4 - s2 muestra analisis de SDS-PAGE de fracciones de picos
d= la columna CM FF de bG-CSF antes de la pegilacidn.
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Figura 5 - se muéstra analisis de SDS-PAGE de fracciones de picos
de la columna SP HP de hG-CSF-T133pAF pegilado.

Figura 6 - se muestra analisis de SDS-PAGE de b-GCSF antes y
después de la pegilacion.

Figura 7a - se muestra la digestion con tripsina/Glu-C de bG-CSF de
tipo natural (deteccidn a 214 nm).

Figura 7b - se muestra la digestiéon con tripsina/Glu-C de bG-CSF
T123pAF (dateccion a 214 nm).

Figura 8a - se muestra la digestién con tripsina/Glu-C de bG-CSF de
tipo natural (deteccién a 250 nm).

Figura 8b - se muestra la digestidn con tripsina/Glu-C de bG-CSF
T133pAF (deteccion a 250 nm).

Figura 9a - se muestra la digestion con Glu-C de bG-CSF de tipo
natural (deteccién a 214 nm).

Figura 9b - se muestra la digestion con Glu-C de bG-CSF T133pAF
(deteccidn a 214 nm).

Figura 10a - s& muestra la digestion con Glu-C de bG-CSF de tipo
natural (deteccién a 250 nm).

Figura 10b - se muestra la digestién con Glu-C de bG-CSF T133pAF
(deteccion a 250 nm).

Figura 11 - se muestra un analisis de SEC-HPLC del polipéptido hG-
CSF pegilado. ‘

Figura 12 - s& muestra un andlisis de SEC-HPLC del polipéptide bG-
CSF.

Figura 12 - s muestran valores de EC50 sin tratar del ensayo de
proliferacion de M-NFSE0 de G-CSF T132pAF hovino pegilado da 20 K y de
tipo natural.

Figura 14 - se muestran diferencias dz ECE0 en el ensayo de
proliferacion de M-NFS60 de G-CSF T132pAF bovino pegilado de 20 K
frente a tipo natural.

T



wn

10

15

30

44

Figura 15 - se muestran resultados de un experimznte que analiza
neutréfilos bovinos tedidos con anticuerpo CDIIb.

Figura 16 - se musstran resultados de la administracion de bG-CSF
pegilado sobre el ANC.

Figura 17 - una gréfica lincal que muestra el recuento absoluto de
neutréfilos (media t error estandar) en terneros tratados o bien con tampén
de formulacién o bien con bG-CSF pegilado tras una Unica inyecciéon
subcutanea a 40 Jg/kg.

Figura 18 - una grafica lineal que muestra la producciéon de leche
diaria media de vacas del gjemplo de 40 Dg/kg.

Figura 19 - una gréfica de barras que muestra las diferencias en los
recusntos de células somaticas en los dias 3, 5, 7 y 10 tras el parto entre
cuatro grupos de vacas incluyendo un grupo control, un grupo tratado con
bG-CSF no pegilado tratado diariamente, un grupo al que se le inyecta BG-
CSF pegilado 40 Dg/kg, y un grupo al que se le inyecta BG-CSF pegilado 20
0g/kg

DEFINICIONES

Dehe entenderse que esta invencion no se limita a la metodologia,
protocolos, linzas celulares, constructos y reactivos particulares descritos en
el presente documento y como tales pueden variar. También debe
entenderse que la terminologia usada en el presente documento 2s
Unicamente para los fings de describir realizaciones particulares, y no s2
pretende que limite el alcance de la presente invencidn, que se limitara
unicamente por las reivindicaciones adjuntas.

Tal como se usa en el presente dosumento y en las reivindicaciones
adjuntas, las farmas en singular “un”, “una”, y “el/la” incluyen la referencia en
plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por tanto,
por ejemplo, referencia a “bGCSF” “G-CSF bovine”, “bG-CSF”, “bG-CSF",
“polipéptido G-CSF bovino” o “polipéptido hG-CSF” y diversas formas con

guién y sin guién son una referencia a una o mas de tales proteinas e
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incluyen equivalentes de las mismas conocidos por los expertos en la
técnica, etcétera.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y
cientificos usados en el prasentz documento tienzn el mismo significado que
el que entiende cominmente un experto en la técnica a la que pertenece
esta invencién. Aunque puede usarse cualquier método, dispositivo y
material similar o equivalénte a los descritos en el presente documento en la
practica o prueba de la invencién, ahora se describen los métodos,
dispositivos y materiales preferidos.

Todas las publicaciones y patentes mencionadas en el presente
documento se incorporan en el presente documento como referencia para el
fin de describir y dar a conocer, por gjemplo, los constructos y metodologias
que se describen en las publicaciones, que pusdan usarse en relacion con la
invencién descrita ahora. Las publicaciones tratadas en el presente
documento se proporcionan Unicamente por su divulgacion antes de la facha
de presentacion de la presente solicitud. No debe interpretarse nada en el
presente documento como admisién de que los inventores no tienen
deracho a una fecha anterior a tal divulgacién &n virtud de la invencién
previa o por cualquier otro motivo.

La =xpresion “sustancialmente purificado” se refisre a un polipéptido
bG-CSF que puzde estar sustancial 0 esencialmente libre de componentes
que normalmente acompafian o interaccionan con la proteina segun se
encuentra en su entorno que se produce de manera natural, &s decir una
célula nativa, o célula huésped en el caso de polipéptidos bG-CSF
producidos de manera recombinante. Los polipéptido bG-CSF que pueden
estar sustancialmente libres de material selular incluyezn preparaciones de
proteina que tienen menos de aproximadamente & 30%, menos de
aproximadamente el 25%, menos de aproximadamente el 20%, menos de
apro¥imadamente el 15%, menos de aproximadamente el 10%, menos de
aproximadamente el 5%, menos de aproximadamente el 4%, menos de

aproximadamente el 3%, menos de aproximadamente el 29, o menos de
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aproximadamente el 1% (en peso s=co) de proteina contaminantz. Cuando
el polipeptido bG-CSF o variantz del mismo se produce de manera
recombinante por las células huésped, la proteina puede estar presente a
aproximadamente = 30%, aproximadamente el 25%., aprovimadaments el
20%, aproximadamente el 18%,  aproximadamente &l 1075,
aproximadamente el &%, aproximadamente el 4%, aproximadamente el 3%
aprovimadamente el 2%, o aproximadamente &l 1% 0 menos del peso seco
de las células. Cuando el polipéptido bG-CSF o variante del misma se
produce de manara recombinante por las células huésped, la proteina pusde
estar presente en el medio de cultivo a aproximadamsnte 5 g/,
aproximadamente 4 g/, aproximadamente 3 g/l, aprorimadamente 2 g/l
aproximadamente 1 g/l, aproximadamente 750 mg/l, aproximadaments 500
mg/l, aproximadamente 250 mg/l, aproximadamente 100 mgll,
aproximadamente 50 mg/l, aproximadamente 10 mg/l, o aproximadamente 1
mg/l o menos del peso seco de las células. Por tanto, un polipéptido bG-CSF
‘sustancialmente purificadn” segliin se produce mediantz los métodos de |a

presente invencién pusde tener un nivel de pureza de al menos

1

aproximadamente el 30°%, al menos aproximadamente el 35%, al menos

aprovimadamente el 40%, al menos aproximadamente el 45%, al menos
aproximadamente el 50%;, al menos aproximadamente el 55%, al menos
aprorimadament2 el 60°%, al menos aproximadamente el 5%, al menos
aproximadamentz =l V0%, especificamente, un nivel de pureza de al menos
aproximadamente el 75%, 80%, £5%, y mas especificamente, un nivel de
pureza de al menos aproximadamente =l 90°%, un nivel de pureza de al
menos aproximadamente el 95%, un nivel de pureza de al menos
aproximadamente el 99%. o mayor segln se determina mediante métodos
apropiados tales como andlisis de SDS/PAGE, RP-HPLC, SEC, y
electroforesis capilar.

Una “célula huésp=d recombinante” o “célula huésped” se refiers a
una célula que incluye un polinuclzétido &v6geno, independizntements del

método usado para la insercion, por ejemplo, captacion directa,
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transduccién, aparzamiento f, u otros métodos conocidos en la técnica para
crear células huésped recombinantes. El polinucledtido exdgeno puede
mantenerse como un vectar no integrade, por gjemple, un plasmido, o
altzrnativamente, pusde integrarse en el genoma huésped.

Tal como se usa e&n 2l presente documento, el término “medio” o
“medios” incluye cualquier medio de cultivo, disolucidn, sélido, semi-sélido, o
soporte rigido que puede soportar o contener cualquier célula huésped,
incluyzndo células huésped bacterianas, células huésped de levadura,
células huésped de insecto, células huésped vegetales, células huésped
eucariotas, células huésped de mamifero, células CHO, células huésped
procariotas, E. coli, o células huésped de Fseudomanas, y contenidos
celulares. Por tanto, &l término puede aharcar medio en &l que s2 ha hecho
crecer la célula huésped, por ejemplo, medio 2n el que se ha sacretado el
polipéptido bG-CSF, incluyendo medio o bien antes o hien después de la
etapa de proliferacion. El término también puede abarcar tamponas o
reactivos que contienen lisados de célula huésped, tales como en &l caso en
el que el polipéptido bG-CSF se produce de manera intracelular y las células
huéspad se lisan o alteran para liberar 2l polipéptido bG-CSF.

“‘Agente reductor”, tal como se usa en el presente documento con
respecto al replegamiento de la proteina, se define como cualquier
compuesto 0o material que mantiene los grupos sulfhidrilo en el estado
reducido y reduce los puentes disulfuro intra o intermoleculares. Agentes
reductores adecuados incluyzn, pero no se limitan a, ditiotreitol (DTT), 2-
niercaptoetanol, ditioeritritol, cisteina, cisteamina (2-aminoetanotiol), y
glutation reducido. Resulta facilment2 evidents para los expertos en la
tésnica que una amplia variedad de agentes raductores son adecuados para
su uso en los métodos y las composiciones de la presente invencion.

“Agente oxidante”, tal como se usa en el presente documento con
respecto al replegamiento de la proteina, se define como cualquier
compuesto o material que puede 2xtraer un electrén de un compuesto que

esta oxidandose. Agentes oxidantss adecuados incluyen, pero no se limitan
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a, glutation oxidado, cistina, cistamina, ditiotreitol oxidado, eritreital oxidado y
oxigeno. Resulta facilmente evidente para los expertos &n la técnica que una
amplia variedad de agentes oxidantes son adecuados para su uso &n los
métodos de la presente invencién.

“Agente de desnaturalizacion” o “desnaturalizante”, tal como s2 usa
en el presente documanto, se define como cualquier compuesto o material
que provocard un despliegue reversible de una proteina. La fusrza de un
agente de desnaturalizacion o desnaturalizant2 se determinara tanto por las
propiedades como por la concentracion del agente de desnaturalizacion o
desnaturalizante particular. Agentes de desnaturalizacion ¢
desnaturalizantes  particulares  pusden ser  caotropos, detergentes,
disolventes organicos, disolventes miscibles con agua, fosfolipidos o una
combinacién de dos o mas de tales agentes. Caotropos adecuados incluyen,
paro no se limitan a, urea, guanidina, y tiocianato de sodio. Detergentes
Utiles pueden incluir, pero no se limitan a, detergentes fuertes tales como
dodecilsulfato de sodio, o éteres de poliorietileno (por gjemplo detergentes
Tween o Triton), Sarkosyl, dstergentes no idnicos suaves (por sjzmplo,
digitonina), detergentes catidnicos suaves tales como N-2,3-(dioleiloxi)-
propil-N,N,N-trimetilamonio, detergentes idnicos suaves (por gjemplo colato
de sodio o desoxicolato de sodio) o detergentes zwitteridnicos incluyendo,
pero sin limitarse  a, sulfobetainas (Zwittergent), 3-(3-
clalamidopropil)dimetilamonio-1-propano-sulfato (CHAPS), y 3-(3-
cIoIamidc»propil)dimetilan19nio-2-hidrorv:i-1-propano-sulfonato (CHAPSO).
Pueden usarse como desnaturalizantes disolventes organicos miscibles con
agua tales como acetonitrilo, alcanoles inferiores (especialmente alcanoles
C.-Cy4 tales como etancl o isopropanol), o alcanodioles inferiores
(especialmente a|canodidles Ca-C4 tales como etilenglicol). Fosfolipidos
atiles en la presente invencion pueden ser fosfolipidos que se producen de
manera natural tales como fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina,
fosfatidilserina, y fosfatidilinositol o derivados o variantes de fosfalipidos
sintéticos tales como dihexanoilfosfatidilcolina o diheptanoilfosfatidilholina.
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“Replegamiento”,‘tal como se usa en el presente documento describe
cualquier proceso, reaccién o método que transforma polipéptidos que
contienan puantes disulfuro de un estado plegado de manera inapropiada o
no plegado a una conformacién nativa o plegada de manera apropiada con
respecto a los puentes disulfuro.

‘Plegamiento conjunta”, tal como se usa en el presente documento,
se refiere especificamente a procesos, rzacciones o métodos de
replagamiento que emplean al menos dos polipéptidos que interaccionan
gntre si y dan como resultado la transformacién de polipptidos no plegados
0 plegados de manera inapropiada en polipéptidos nativos, plegados de
manera apropiada. |

Tal como se usa en 2l prasentz documento, “factor estimulante de
colonias de granulocitos” o “G-CSF” incluira Ios polipéptidos y protzinas que
tienen al menos una actividad bioldgica de G-CSF (tales como los descritos
en las patentes estadounidenses n.% B.716.606; A.580.351; 13.565.841;
6.162.426;, 5.811.301; 5775.805, 5718.803; 5.580.755; 5.535.495;
5.202.117; 5.043.153; 4.689.291 ; 4.810.643; y 4.968.618 para hG-CSF que
s€ incorporan como referencia al presente documento), asi como analagos
de G-CSF, isoformas de G-CSF, compuestos miméticos de G-CSF,
fragmentos de G-CSF, proteinas G-CSF hibridas, oligémeros y multimeros
de protzinas de fusion, homélogos, variantzs de patrén de glicosilacién, y
muteinas, independientemente de la actividad biolégica de los mismos, y
ademas independientemente del método de sintesis o preparacion de los
mismos incluyendo, pero sin limitarse a, métodos recombinantes (ya se
produzcan a partir de ADNc, ADN genémico, ADN sintético u otra forma de
acido nucleico), sintéticoé, transgénicos y activados por genes. Ejemplos
especificos de G-CSF incluyen, pero no se limitan a, pegfilgrastim
(NEULASTA®), filgrastim (NEUPOGEM®), analogo de G-CSF, mutantes de
G-CSF, G-CSF glicasilado alterado, y analogos de G-CSF conjugados con
PEG. Ejemplos especificos de linzsas celulares modificadas para la

evpresion de G-CSF humano endégenc se describsn en Deviin ef al., J.
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Leukoc. Biol. 41: 208 (1927); las patentes estadounidenses n.*® 6.716.605;
53.379.661; 6.004.548; 5.830.705; 5.532.823,; 4.310.643; y 6.242.218, que se
incarporan como referencia al prasente documento.

Tal como se usa en el presente documento, “factor estimulante de
colonias de granulocitos bovino®, “G-CSF bovino® o “‘bG-CSF" incluiran
aquellos polipéptidos y proteinas que tienen al menos una actividad
biolégica de hG-CSF, asi como analogos de bG-CSF, isoformas de bG-CSF,
compuestos miméticos de hG-CSF, fragmentos de bG-CSF, proteinas bG-
CSF hibridas, multimeros y oligémeros de proteinas de fusion, homéblogos,
variantes de patrén de QIicosilacién, y muteinas, independientzmente de la
actividad hioclégica de los mismos, y ademas indzpendientements del
método de sintesis o preparacion de los mismos incluyendo, paro sin
limitarse a, métodos recombinantes (ya se produzcan a partir de ADNc, ADN
genémico, ADN sintético u otra forma de acide nucleico), sintéticos,
transgénicos y activados por genes. Ejemplos especificos de G-CSF
incluyzn, pero no se limitan a, mutantes de bG-CSF, G-CSF glicosilado
alterado, y analogos de G-CSF conjugados con PEG.

La expresion “G-CSF bovino (bG-CSF)" o “polipéptido bG-CSF” se
refiere a factor estimulante de colonias d= granulocitos o G-CSF bovino tal
como se& describié antzriormente, asi como un polipéptido que conserva al
menos una actividad bi;alc';gica de bG-CSF que se producz de manera
natural. Los polipéptidos bG-CSF incluyan las sales y profarmacos
farmacéuticamente aceptables, y profarmacos de las sales, polimorfos,
hidratos, solvatos, fragmentos biolégicamente  activos, variantes
biocldgicamente aclivas y estereoisomeros del G-CSF bovino que s& produce
de manera natural asi como variantes agonistas, miméticas y antagonistas
del G-CSF bovino que se produce de manera natural y fusiones de
polipéptidos del mismo. Ejemplos de polipéptidos y compusstos miméticos
dz bG-CSF incluyen los descritos en el documento WQ 89/10032, las
patentes estadounidenses n.”® 5.340.883 y 6.467.869, que se incorporan

como referencia al presente documento en su totalidad. Las fusiones que

&



wh

10

20

[\
wh

51

comprenden aminoacidos adicionales en &l extreamo amino terminal, extramo
carboxilo terminal, 0 ambos, quadan abarcadas por la expresidn “polipéptido
bG-CSF”. Fusiones a modo de gjemplo incluy=n, pero no se limitan a, por
gjemplo, metionil-bG-CSF &n el que se une una metionina al extrema N
terminal de bG-CSF (tal como el polipéptido en la SEQ ID NO: 2) resultante
de la exprasidn recombinante de la forma madura de bG-CSF, fusiones para
los fines de purificacién (incluyendo, pe2ro sin limitarse a, polihistidina o
epitopos de afinidad), fusiones con péptidos de unidn a albumina sérica y
fusiones con protzinas séricas tales como albtimina sérica. Las secuencias
de amincacidos y acido nucleico de bG-CSF que se produce de manera
natural para las formas de longitud completa y madura se conoce, al igual
que variantes tales como variantzs d2 un Unico aminoéacido y variantes de
corte y empalme. Para la secuencia d= aminoacidos d2 hG-CSF maduro asi
como una secuencia de aminoacidos de metionil-bG-CSF, véase SEQ 1D
NO: 1 y SEQ ID NO: 2, respectivamente, &n ¢l prasente documento.
También se conocen moléculas de acido nucleico que codifican para
mutantes de hG-CSF y polipéptides de hG-CSF mutantes.

El factor estimulante de colonias de granulocitos bovino o bG-CSF
tiane una variedad de actividades biolégicas incluyendn, pero sin limitarse a,
union a su receptor, provocando dimerizacion de su receptor, estimulacion
de produccion de neutréfilos, y estimulacion de proliferacion y diferenciacion
celular. Ejemplos de= algunas de las actividades biolégicas de factor
gstimulantz de colonias de granulocitos y hG-CSF se describieron
anteriormente y en las patentes estadounidenses n.* £.676.947: 6.579.525;
31121, 6.521.245;, (.4890.263;, 6.3588.854;, 6.318.254; H.268.3365;
3.239.109; 5,155,283, 5.985.047; £.830.851; 5.043.1583; y 5.773.539, que se

incorporan coma refsrencia al presente documento.

(&)}

D O

Tal comn sz usa en el presente documento, “polipéptido G-CSF
bavino”, “polipéptido bG-CSF”, “G-CSF bovino” o “bG-CSF” y formas con
guion y sin guion de Ioé mismos incluiran aquellos polip&ptidos y proteinas
que tienen al menos una actividad biolégica de un CSF, analogos de bG-
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CSF, mutantes de bG-CSF, bG-CSF glicosilado alterado, bG-CSF
conjugado con PEG, isoformas de hG-CSF, compuestos miméticos de hG-
CSF, fragmentos de hG-CSF, proteinas bG-CSF hibridas, protsinas de
fusidn, oligbmeros y multimeros, homélogos, variantes de patrdn de
glicosilacién, variantes, variantes de corte y empalme, y muteinas, de los
mismos, independientements de la actividad bioldgica de los mismos, y
ademas independientemente del método de sintesis o preparacién de los
mismos incluyendo, pero sin limitarsz a, métodos recombinantes (ya se
produzcan a partir de ADNc, ADN gendmico, ADN sintético u otra forma de
acido nucleico), in vitra, in vivo, mediante microinyeceion de moléculas ds
acido nucleico, sintéticos, transgénicos y activados por genes. Las
expresiones “polipéptido G-CSF hovina”, “palipéptido bG-CSF”, “G-CSF
hovino” o “hG-CSF” abarcan polipéptidos bG-CSF que comprenden una o
mas sustituciones, adiciones o deleciones de aminoacido. Véase la patente
gstadounidense n.° 5.834%.883, que se incorpora como referencia al presente
documento, para analegos de G-CSF bovino.

Se han descrito sustitucionas en una amplia variedad de posiciones
de amincacido en bG-CSF. Las sustituciones incluyendo, pero sin limitarse
a, las que modulan la estahilidad farmacutica, aumentan la actividad
agonista, aumentan la resistencia a proteasa, convierten &l polipéptido 2n un
antagonista, etc. quedan abarcadas por las expresiones “polipéptido bG-
CSF", “polipéptido G-CSF bovino”, “G-CSF bovino”, o “bG-CSF".

En un aspecto adicional, la invencién proporciona acidos nucleicos
recombinantes que codifican para las proteinas variantes, vactores de
exprasion que contienen los acidos nuclzicas variantes, células huésped que
comprenden los acidos nucleicos variantes y/o vectores de evpresion, y
métodos para producir las proteinas variantes. En un aspecto adicional, la
invencién proporziona tratar una infeccion administrando a un animal una
prot2ina variante, habitualmentz con un vehiculo farmacéutico, en una
cantidad terapéuticamente eficaz.
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Mutantes d

5.840.883, que se incorpora como referencia en su totalidad, incluyen

O

bG-CSF tratados en la patente estadounidense n.°

polipéptidos disefados con optimizacién de codones para E. coli y protzinas
hibridas gensradas con secuencia de G-CSF hovino y humano. La patente
estadounidense n.® 5.416.195, que s= incluye 2n el present= documento
coma referencia, 2n su totalidad, describe mutantes de hG-CSF en los que
se& ha realizado al menos una de las siguientss sustituciones de aminoacido
(la numeracion de aminoacidos &s con referancia a la proteina madura; por
tanto cuando hay uné metionina N-terminal presentz, se le asigna la
posicién -1 6 0): Cys17 de la secuencia nativa sustituide por un residuo
Ser17, Asp27 de la secuencia nativa sustituido por un residuo Ser27, Leu 15
d

secuencia nativa sustituido por un residuo Arg23, Gly28 de la secuencia

[%3)

la secuencia nativa sustituido por un residuo Glu1§, Lys23 de Ia

nativa sustituido por un residuo Ala28, Lys40 de la secuencia nativa
sustituido por un residuo Argd0, Prod4 de la secuencia nativa sustituido por
un residuo Alad4, Leu49 de la secuencia nativa sustituido por un residuo
Lys49, Gly55 de la secuencia nativa sustituido por un residuo Ala58, Cysi@0
de la secuencia nativa sustituido por un residuc SerB0, Pro111 de la
secuencia nativa sustituide por un residuo Glu111, Thr115 de la secuencia
nativa sustituido por un residuo Ser115, y Tyr1685 de la secuencia nativa
sustituido por un residuo Arg165. Muchos de estos residuos estan presentes
&n la secuencia de bG-CSF y una o mas de estas sustituciones pueden
encontrars= 2n un polipéptido hG-CSF de la invencidn. Carter et al
Biologicals (2004) 32:37 describen hG-CSF mutado qus carece de sitios de
glicosilacidn. Pueden encontrarse mutaciones similares en polipéptidos hG-
CSF de la invencién.

En algunas rea|izéciones, los polipéptidos bG-CSF de la invencidon
son sustancialmente idénticos a las SEQ ID NO; 1, 2, o cualquier otra
secuencia de un polipéptido bG-CSF. Se conocen bien moléculas de acida
nucleico que codifican para polipéptidos bG-CSF, incluyendo mutantes y

métodos para exprasar y purificar polipéptidos bG-CSF.
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La expresion “polipéptidoe bG-CSF” también incluye las sales y
profarmacos farmacéuticamente aceptables, y profarmacos de las sales,
polimorfos, hidratos, solvatos, fragmentos bioldgicamente activos, variantes
biolégicamente activas y estereoisémeros del hG-CSF que se produce de
manera natural asi como variantes agonistas, miméticas y antagonistas del
bG-CSF que se produce de manera natural y fusiones de polipéptidos de los
mismos. Las fusiones que comprend=n aminoacidos adicionales en el
extremo amino terminal, extremo carboxilo terminal o ambos, quedan
abarcadas por la expresion “polipéptido bG-CSF”. Fusiones a modo de
gjemplo incluyzn, pero no se limitan a, por gjemplo, metionil-bG-CSF en el
que se unz una meationina al extremo N terminal de bG-CSF resultante d= la
expresién recombinante de la forma madura de bG-CSF que carece del
péptido lider o sefal o parte del mismo (s& une una metionina al sxtreamo N-
terminal de bG-CSF resultante de la expresién recombinants), fusiones para
el fin de la purificacién (incluyendo, pero sin limitarse a, polihistidina o
epitopos de afinidad), fusiones con péptidos de unién a albimina sérica y
fusiones con proteinas séricas tales como albimina sérica. La patente
estadounidense n.® §.750.372, que s& incorpora como referencia al presente
documento, describe un método para seleccionar proteinas novedosas tales
como hormona del crecimiento y variantes de fragmento de anticuerpo que
tienen propiedades de' unidn alteradas para sus moléculas receptoras
respectivas. El método comprende fusionar un gen que codifica para una
proteina de interés con el dominio carboxilo terminal del gen HI de la
proteina de recubrimiento del fago filamentoso M13. Moléculas quiméricas
que comprenden bG-CSF y una o mas d= otras moléculas. La molécula
quimérica puede contener regiones o fragmentos especificos de uno o
ambos de bG-CSF y la(s) ofra(s) molécula(s). Cualquiera de tales
fragmentos puede prepararse a partir dz las proteinas mediante métodos
bioquimicos convencionales, o expresando un polinucleétide que codifica
para el fragmento, bG-CSF, o un fragmento del mismo, puede producirse

camo proteina de fusién que comprende albimina sérica humana (HSA), Fc,
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0 una parte de la misma. Tales constructos de fusién son adecuados para
potenciar la expresion del bG-CSF, o fragmento del mismo, en una célula
huesped eucariota. Partes de HSA a modo de ejemplo incluyan el
polipéptido N-terminal (aminoacidos 1-369, 1-419, y longitudes intermedias
somenzanda con &l aminoacido 1), tal como s& da a conocer en la patente
estadounidense n.® 5768.883, y la publicacion WO 97/24445, ques se
incorporan como refefencia al presente documento. Otros polipéptidos
quiméricos pueden incluir una proteina HSA con bG-CSF, o fragmentos del
mismo, unido a cada uno de los extremos C-terminal y N-terminal de la HSA.
Pueden crearse otras fusiones mediante fusién de bG-CSF con a) la parte
Fc de una inmunoglobulina; b) un analogo de la parte Fc de una
inmunoglobulina; y =) fragmentos de la parte Fc de una inmunoglobulina.

Diversas referencias dan a conocer la maodificacién de polipéptidos
madianta conjugacién con polimero o glicosilacion. La expresién “polipéptido
bG-CSF" incluye polipéptidos conjugados con un polimero tal como PEG y
pueden estar compuestos por una o mas derivatizaciones adicionalss de
cisteina, lisina u otros residuos. Ademas, el polipéptido bG-CSF puszde
comprender un ligador o polimero, en =l que el aminoacido con el que se
conjuga el ligador o polimeroc puede ser un aminoacido no natural segun la
presenta invencion, o puede conjugarse con un aminoacido codificado de
manera natural usando técnicas conocidas en la técnica tales como
acoplami=nto a lisina o cisteina.

Se ha notificado la modificacion con polimero de polipéptidos. Se
menasiona IFNP como egjemplo de un polipéptido que pertencce a la
superfamilia de la hormona del crecimiento. El documento WO 00/23114 da
a conocer IFN[ glicosilado y pegilado. El documento WO 00/23472 da a
conocer proteinas de fusién con IFNB. La patente estadounidense n.°
4.904.584 da a conocer polipéptidos empobrecidos en lisina pegilados, en
los que al menos un residuc de lisina se ha delecionado o sustituido por otro
residuo de aminoacido. El documento WO @9/87291 da a conocer un

procedimiento para conjugar una proteina con PEG, en &l que se delaciona
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al menos un rasiduo d= aminoacido en la proteina y se pone en contacto la
proteina con PEG &n condiciones suficientes para lograr la conjugacién con
la proteina. El documento WO 99/03887 da a conocer variantes pegiladas
de polipaptidos que pertenecen a la superfamilia de la hormona del
crecimianto, en las que s& ha sustituide un residue de cisteina por un
residuo de aminoacido no esencial ubicado en una region espenifica del
polipéptido. El documente WO (00/23354 da a conocer un método de
proeduccidn de variante de polipéptido glicosilada con alergznicidad reducida,
que en comparacién con un polip4ptido original correspondiente comprende
al menos un sitio de glicosilacidn adicional. La patente estadounidense n.”
5.218.092, que se incdrpora como referencia al presente documento, da a
conocer la modificacion de factor estimulante de colonias de granulocites (G-
CSF) y otros polipéptidos d& modo que se introduce al menos una cadena
de hidrato de carbono adicional &n comparacién con el polipéptido nativo.

La expresion ‘“polipéptido bG-CSF” también incluye bG-CSF
glicosilado, tal como, pero sin limitarse a, polipéptidos glicosilados en
cualquier posicién de aminoacido, formas glicosiladas unidas a N o unidas a
O del polipéptido. También se consideran variantes que contienen cambios
de un unico nucledtido como variantas bioldgicamente activas de polipéptido
hG-CSF. Tambhi&n se2 cﬁonsideran variantes que contienen cambios de un
unico nucledtido como variantzs bicldgicamente activas de bG-CSF.
Ademas, también se inCIuyen variantes de corte y empalme. La evpresion
‘polipéptido bG-CSF” también incluye heterodimeros, homodimeros,
heteromultimaros u homomultimeros de bG-CSF de uno cualquiera o mas
bG-CSF o sualquizr otro polipéptido, proteina, hidrato de carbono, polimero,
molzcula paquedia, ligador, ligando u otra molécula activa de cualquier tipo,
unida madianta medios quimicos o expresada como proteina de fusion
fvéanse las patzntes astadounidenses n.%° £.261.550; 4.168.183; A.204.247:
6.261.550; &.017.874, que se incorporan como referencia al presents
documento), asi como andlogos de polipéptido que contienen, por gjemplo,

deleciones especificas u otras medificaciones y todavia mantienen la
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actividad biolagica (patentes estadounidenses n.% 6.261.550; 5.004.548,
8.832.42R, que s& incorporan como referencia al presente documento).

Todas las referencias a posiciones de aminoacido en bG-CSF
descritas en el presente documento se basan &n la posicion en la SEQ ID
NO: 1, a menos que se espadifique lo contrario (es decir, cuando se
menciona que |la comparacion se basa en la SEQ ID NO: 2, u otra secuancia
de hG-CSF). Por gjemplo, €l aminoacido én la posicién 1 de la SEQ ID NQ:
1, es una treonina y la treonina correspondients se ubica en la SEQ ID NO:
2 en la posicién 2. Los expertos en la técnica apreciaran que las posiciones
de aminoacido correspondientes a las posiciones en la SEQ ID NO: 1
puedsn identificarse faciimentz en cualquier otra molécula de hG-CSF tal
como la SEQ ID NO: 2. Los expertos én la técnica apreciaran que las
posiciones de aminoacido correspondizntes a las posiciones en la SEQ ID
NO: 1, 2, o cualquisr otra secuencia de bG-CSF pueden identificarse
facilmente en cualjuisr otra molécula de hG-CSF tal como fusiones de bG-
CSF, variantes, fragmerﬁtos, gte. Por gjemplo, pueden usarse programas de
alineacion de secuencias tales como BLAST para alinear ¢ identificar una
posicion particular en una protzina que corresponde a una posicidn en la
SEQ ID NO: 1, 2, u otra secuencia de bG-CSF. Se pretende que las
sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos descritas en el
presente documento con referencia a SEQ ID NO: 1, 2, u otra secuencia de
bG-CSF, también se refieran a sustituciones, deleciones o adiciones en
posiciones correspondizntes &n fusiones de bG-CSF, variantes, fragmentos,
etc. descritas en &l presente documento o conocidas en la técnica y
abarcadas expresamente por la presente invencion.

Las evpresiones “polipéptido bG-CSF” 0 “hG-CSF” abharcan
polipéptidos bG-CSF que comprenden una o mas sustituciones, adiciones 0
deleciones de aminoacido. Los polipéptidos bG-CSF de la presente
invencion pueden estar compuestos por modificaciones con uno o mas
aminoacidos naturales junto con modificacion de uno o mas aminoacidos no

naturales. Se han descrito sustitucionss a modo de gjemplo en una amplia
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variedad de posiciones de aminoacido en polipéptidos bG-CSF qus se
producen de manera natural, incluyzndo, pero sin limitarse a, sustituciones
que modulan la estabilidad farmacéutica, que modulan una o mas de las
actividades biolégicas del polipéptido bG-CSF, tales como, pero sin limitarse
a, aumentan la actividad agonista, aumentan la solubilidad del polipéptido,
disminuyen la sensibilidad a la proteasa, convizrten el polipéptida &n un
antagonisfa, etc. y quedan abarcadas por la expresion “polipéptido bG-CSF”.
En algunas r»:-‘alizacion‘es, el antagonista de bG-CSF comprende un
aminoacido no codificado de manera natural unido a un polimero solublg en
agua que esta presente en una region de unién a receptor de la molécula de
bG-CSF.

En algunas re=alizaciones, el polipéptidos bG-CSF comprende ademas
una adicién, sustitucién o deleciéon que modula la actividad biolégica del
polipéptido bG-CSF. En algunas realizaciones, los polipéptides bG-CSF
comprenden ademas una adicion, sustitucién o delecion que modula la
proliferacion, funcién y/o diferenciacion de los neutréfilos del polipéptido bG-
CSF. Por gjemplo, las adiéiones, sustituciones o deleciones pueden modular
una o mas propiedades o actividades de hG-CSF. Por gjemplo, las
adiciones, sustituciones o delaciones pueden modular la afinidad por un
receptor, modular la semivida circulante, modular la semivida terapéutica,
modular la estabilidad del polipéptido, modular la escisidn por proteasas,
modular la dosis, modular la liberacién o la biodisponibilidad, facilitar la
purificacién, o mejorar o alterar una via de.administracién particular. De
manera similar, los polipéptidos bG-CSF pueden comprender secuancias de
escisidn por protzasa, Jrupos reactivos, dominios de unién a anticuzrpo
(incluyendo, pero sin limitarse a, FLAG o poli-His) u otras secuencias
basadas en afinidad (incluyzndo, pero sin limitarse a, FLAG, poli-His, GST,
etc), o moléculas unidas (incluyendo, pero sin limitarse a, biotina) que
mejoran la deteccion (incluyendo, pero sin limitarse a, GFP), purificaciéon u
ntros rasgos del polipéptido.
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La exprasién “polipéptido bG-CSF” también abarca homodimeros,
heterodimeros, homomultimeros y heteromultimeros que estan unidos,
incluyendo, pero sin limitarse a, los unidos directamente madiante cadenas
laterales de amincacidcs no codificados de manera natural, o bien a la
misma o bien a otra cadena lateral de aminoacidos no codificados de
manera natural, a cadenas laterales de aminoacidos codificados de manera
natural, o indirectamente madiante un ligador. Ligadores a modo de ejemplo
incluyen, pero no se limitan a, compuestos organicos pequefios, palimeros
solubles &n agua de una variedad d= longitudes tales como poli(etilenglicol)
0 polidextrano, o polipéptidos de diversas longitudes.

Un “aminodcido no codificade d= manera natural” se refiere a un
aminoacido que no es uno de los 20 aminocacidos comunes o pirrolisina o
selenacisteina. Otras exprasiones que pueden usarse de manera sindénima a
la exprasion “aminoacido no codificado de manera natural” son “aminoacido
no natural”, “aminoécido que no se produce de manera natural”, y diversas
versiones con guisn y sin guién de las mismas. La expresion “aminoacido no
codificado de manera natural” también incluys, pero no se limita a,
aminoacidos que se producen mediante modificacién (por ejempio
modificaciones postraduccionales) de un aminoasido codificado de manera
natural (incluyendo, pero sin limitarse a, los 20 aminoacidos comunes o
pirrolisina y selenocisteina) pero que no se incorporan a su vez de manera
natural en una cadena de polip&ptido sn crecimients madiante el complejo
de traduccién. Ejemplos de tales aminoacidos que no se producen de
manera natural incluyan, paro no se limitan a, JV-acetilglucosaminil-L-serina,
N-acetilglucosaminil-L-treonina, y O-fosfotirosina.

Un “grupo de modificacién de extremo amino terminal” se refiere a
cualquier molécula que puede unirse al extramo amino terminal d= un
polipéptida. Dz manera similar, un “grupe de modificacion de extremo
carboxilo terminal” se refiere a cualquier molécula que puede unirse al
g«tremo carboxilo terminal de un polip&ptidn. Los grupes de modificacion de

gxtramo tarminal incluyzn, pero no se limitan a, diversos polimeros, péptidos
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o proteinas solubles &n agua tales como altimina sérica, u otros restos que
aumentan la semivida en suero de péptidos.

Las expresiongs “grupo funcional”, “resto active”, “grupo activante”’,
‘grupo salient2”, “sitio reactive”, “grupo quimicamente reactivo” y “resto
quimicamente reactivo” se usan en la técnica y en &l presente documento
para hacer referencia a partes o unidades diferenciadas, definibles, de una
molscula. Las expresionas son algo sindnimas en las técnicas quimicas y se
usan en el presente documento para indicar las partes de moléculas que
realizan alguna funcién o actividad y son reactivas con otras moléculas.

Los términos “enlace” o “ligador” se usan en el presente documento
para referirse a grupos o enlaces que se forman normalmente como
resultado de una reaccidn quimica y normalmente son enlaces covalentes.
Enlaces hidroliticaments  estables significa que los  enlaces  son
sustancialmente gstables en agua y no rzaccionan con agua a valores de pH
utiles, incluyendo, pero sin limitarse a, 2n condiciones fisiolégicas durante un
periodo prolongado de tiempo, quizas incluso indefinidamente. Enlaces
hidroliticamente inestables o degradables significa que los =nlaces son
degradables en agua o an disolusiones acuosas, incluyendo por gjemplo,
sangre. Enlaces enzimaticamente inestables o degradables significa que el
enlace puede degradarss por una o mas enzimas. Tal comos se entiende en
la técnica, PEG y polimeros relacionados pueden incluir enlaces
degradables en la estructura del polimero o en el grupo ligador entre la
estructura del polimero y uno o mas de Ios grupos funcionales terminales de
la molécula de polimero. Por gjemplo, Ios enlaces éster formados por la
rzaccion de PEG-acidas carboxilicos o PEG-acidos carbovilicos activados
con grupos alcohol en un agente bioldgicamente activo se hidrolizan
generalmente en condiciones fisiologicas para liberar el agente. Otros
enlacas hidroliticament= degradables incluyen, paro no se limitan a, enlaces
carbonato; enlaces imina rzsultantes de la reaceion de una amina y un
aldzhido; enlaces de éster fosfato formados haciendo reaccionar un alcohal

con un grupo fosfato; enlaces hidrazona que son un producto de reaccién de
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una hidrazida y un aldehido; enlaces acetal que son &l producto de reaccién
de un aldehido y un alcohol; enlaces ortoéster que son el producto de
reaccion de un formiato y un alcohol; =nlaces peptidicos formados por un
grupo amina, incluyendo, pero sin limitarse a, &n un extremo de un polimero
tal como PEGs y un grupo carboxilo de un péptido; y enlaces
oligonucleotidicos formados poar un grupo fosforamidita, incluyendo, pero sin
limitarse a, en el extremo de un polimero, y un grupo 5" hidroxilo d= un
oligonucleétido.

Las expresiones “molécula hioldgicamente  activa”, ‘“resto
biolégicamente activo” o “agante biolégicamente activo” cuando se usan en
el presentz documento significan cualquier sustancia que pueds afectar a
cualquier propiedad fisica o hioquimica de un sistema, ruta, molécula o
interaceion bioldgica relacionada con un organismo, incluyendo, pero sin
limitarse a, virus, bacterias, bactzridfagos, transposén, prién, insectos,
hongos, plantas, animales y seres humanos, en particular, tal como se usa
en el prasente documentn, moléculas Licldgicamente activas incluyen, pero
no se limitan a, cualquier sustancia prevista para =1 diagndstico, cura, alivio,
tratamiento o prevencién de enfermedad en seres humanos u otros
animales, o potenciar de otro modo el bienestar fisico o mental de seres
humanos o animales. Ejemplos de moléculas bioldgicamente activas
incluyen, pero no se limitan a, péptidos, proteinas, enzimas, farmacos de
molésula pequefa, vacunas, inmunégenos, drogas duras, drogas blandas,
hidratos de carbono, moléculas o dtomos inorganicos, colorantes, lipidos,
nucledsidos, radionticlidos, oligonucledtidos, toxoides, towinas, células
procariotas y eucariotas, virus, polisacaridos, acidos nucleicos y partes de
los mismos ohtenidos o derivados de virus, bacterias, insectos, animales o
cualquier otra célula o tipo celular, liposomas, microparticulas y micelas. Los
polipéptidos bG-CSF puaden aRadirse =n una formulacién micelular. Clases
de agentas biolégicamente activos que son adecuadas para su uso con la
invencién incluyen, pero no se limitan a, farmacos, profarmacos,

radionticlides, agentes de obtencidn de imagenes, polimeros, antibidticos,
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fungicidas, agentes antivirales, agentes anti-inflamatorios, agentes
antitumorales, agentes cardiovasculares, agentes antiansizdad, hormonas,
factoress de crecimiento, agentes esteroideos, tovinas derivadas de
micrabios, y similares.

Un “polimero bifuncional” se refiere a un polimero que comprende dos
arupos funcionales diferznciados que pusden reaccionar especificamente
con ofros restos (incluyendo, pero sin limitarse a, grupos laterales de
aminoacidos) para formar enlaces covalentes o no covalentes. Un ligador
bifuncional que tiene un grupo funcional reactivo con un grupo en un
componente hiolégicamente activo particular, y otro grupo reactivo con un
grupo en un segundo compon=nte bioldgico, puede usarse para formar un
conjugado que incluye el primer componente bioldgicamente activo, &l
ligador bifuncional y &l segundo componente bioldgicamente activo. Se
conocen muchos procedimientos y moléculas de ligador para la unién de
diversos compuestos a péptidos. Véase, por ejemplo, la solicitud de patente
europea n.° 188.256; las patentes estadounidenses n."® 4.671.958,
4.659.839, 4.414.148, 4.A99.784; 4.680.338; y 4.565.739 que se incorporan
coamo referzncia al presente documento. Un “polimero multifuncional” se
reficre a un polimere gue comprende dos o mas grupos funcionales
diferenciados que pueden reaccionar especificamente con otros restos
(incluyendo, pero sin limitarse a, grupos laterales de aminoacidos) para
formar enlaces covalentass o no covalsntes. Un polimero hifuncional o
polimero multifuncional puede ser de sualquier longitud » peso molecular
deseados, y puede seleccionarse para proporcionar una separaciéon o
conformacion deseada particular entre una o mas moléculas unidas al bG-
CSF y su receptor o bG-CSF.

Cuando sz especifican grupos sustituyentes por sus formulas
Aquimicas convencionales, escritas de izquierda a derecha, abarcan
igualmente los sustituyentes quimicamente idénticos que resultarian de
gscribir la estructura de derscha a izquigrda, por ejemplo, la estructura -

CH-0- es equivalente a la estructura -OCH;-.
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El término “sustituyentes” incluyz, pero no se limita a, “sustituyentes
que no interfieren”. Los “sustituyentes que no interfieren” son aquellos
grupos que proporcionan compuestos estables. Radicales o sustituy=ntes
que no interfieren adecuados incluyen, pero no se limitan a, halégeno,
alquilo Cy=Csy, alquenilo Cz-Cyy, alquinilo Cz-Cqg, alcoxilo C4-Cqg, aralquilo
C1-C1a, alquilarilo C4-Cya, cicloalquilo C3-Cqz, cicloalguenile Cs-Cqa, fenilo,
fenilo sustituido, toluilo, xilenil, bifenilo, alcovialquilo Ca-Cqa, alcoxiarilo Ca-
Cyaz, arilo¥ialquilo C7-Cyz, oxiarilo C7-C,z, alquilsulfinilo C4-Ce, alquilsulfonilo
C1-Cyy, ~(CHa)m—-O--(alquila C4-Cqg) en el que m es de desde 1 hasta 8,
arilo, arilo sustituido, alcoxilo sustituido, fluorcalquile, radical heterociclico,
radical heterociclico sustiiuido, nitroalquilo, -NO-, -CN, -NRC(O)-(alquilo C4-
Co), -C(0)-(alquilo C4-Cyg), alquil-tioalquilo C:-Cyg, -C(O)O-(alquilo C-C1p), -
OH, -SO,, =8, -COQH, -NR;, carbonilo, -C(0Q)-(alquilo C4-C5)-CF3, -C(O)-
CF3, ~C(O)NR2, -(arila Cy-Cg)-S-(arila C¢-Cg), -C({O)~(arilo C1-Cyy), ~(CHz)i-
O-(-(CH:)m-O~(alquiloe C4-C1p) en &l que cada m es de desde 1 hasta 8, -
C(O)NRz, -C(S)NR:, -SO:NR: -NRC(O)NR:, -NRC(S)NR:, sales de los
mismos, y similares. Cada R tal como se usa en &l presente documento es
H, alquilo o alquilo sustituido, arilo o arilo sustituido, aralquilo o alearilo.

El término “haldgeno” incluys flior, cloro, yodo y bromo.

El término “alquilo”, en si mismo o como parte de otro sustituyente,
significa, a menos que se ihdique lo contrario, un radical hidrocarbonado de
cadena lingal o ramificada, o ciclico, 0 combinacién de los mismos, que
puede =star totalmente saturadoe, mono o poliinsaturado, y puede incluir
radicales di y multivalentes, que tiens & nimero d= atomos de carbono
designado (gs decir Ci-Cyp significa de uno a diez carbonos). Ejemplos de
radicales hidrocarbonadns saturados inzluyen, pero no se limitan a, grupos
tales como metile, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, t-hutilo, iscbutilo, sec-
butilo, cizlohevilo, (ciclohexil)metilo, ciclopropilmetiln, homélogos & isémeras
de, por gjemplo, n-pentilo, n-hexilo, n-heptilo, n-octilo, y similares. Un grupo
alquilo insaturado es uno que tiene uno o mas doklas enlaces o triples

enlaces. Ejemplos de grupos alquilo insaturados incluyen, pero no se limitan
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a, vinilo, 2-propenilo, crotilo, 2-isopentenilo, 2-(butadienilo), 2,4-pentadienilo,
3-(1,4-pentadicnilo), etihilo, 1- y 3-propinilo, 3-butinilo, y los homdlogos e
isdbmeros superiorzs. El término “aljuile”, a menos que se indique lo
contrario, también pretende incluir los derivados de alquilo definidos en mas
detalle a continuacion, tales como “heteroalquile”. Los grupos alquilo que se
limitan a grupos hidrocarbanados s& denominan “homoalquilo”.

El término “alquilena” &n si mismo o como parte de otro sustituyente
significa un radical divalente derivado de un alcano, tal como se muastra a
modo de egjemplo, pero no se limita, por las estructuras -CHaCH,- y -
CH=CH-CH:CH--, y ademas incluye los grupos descritos a continuacién
como “heteroalquilenn”. Normalmente, un grupo alquilo (o alquilzno) tendra
desde 1 hasta 24 atomos de carbono, siendoe los grupos que tienen 10 o
menos atomos de carbono una realizacidn particular de los métodos y
composiciones descritos en el presente documento. Un “alquilo inferior” o
“alquileno inferior” es un grupo alquila o alquilzno de cadzna mas corta, que
tienz generalmente acho 0 menos atomos de carbono.

Los términos “alcovilo”, “alquilaming” y “alquiltio” (o ticalcoxilo) se
usan en su sentido convencional, y se refieren a los grupos alquilo unidos al
resto de la mol2cula mediante un atomo de oxigeno, un grupo amino, o un
atomo de azufre, respectivamente.

El teérmino “heteroalquilo”, en si mismo o en combinacidon con otro
término, significa, a menos que se indique lo contrario, un radical
hidrocarhonado estable de cadena lingal o ramificada, o ciclico, o
combinaciones de los mismos, que consiste =n &l ndmero indicado de
atomos de carbono y al menos un heterodtomo seleccionado del grupo que
consistz en O, N, Siy S, y en el que ¢l nitrégeno y &l azufrz pusden estar
opcionalmente oxidados y el heteroatomo de nitrégenc puede  estar
opcionalmentz cuaternizado. El/lLos heteroatomo(s) O, N y S y Si pueden
colocarse &n cualquier posicion interior del grupn heteroalquilo o en la
posicion &n la que se une &l grupo alquilo al resto de la molécula. Ejemplos
incluyzn, pero no se limitan a, -CH»-CH:-O-CH;, -CH:-CH;-NH-CH;, -CH.-
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CH2-N(CH3)-CH;, -CH:-S-CH:-CH;, -CH:-CH:-S(0)-CH;, -CH--CH--S(O)--
CH3;-CH=CH-0O-CHj;, -Si(CH;)3, -CHz-CH=N-OCH;, y -CH=CH-N(CH;)-CHj.
Puede haber hasta dos heteroatomos consecutivos, tal como, por ejemplo, -
CH:-NH-OCH; y -CH:-Q-Si(CH3);. De manera similar, &l término
“heternalquileno” en si mismo o como parte de otro sustituyente significa un
radical divalente derivado de heteroalquilo, tal como se muestra como
gjemplo, pero no se limita, por -CH2-CH2-S-CHa-CHa- y -CH=-S-CH:-CHa-
NH-CH:-. Para los grupos heteroalquileno, los mismos o diferentes
heteroatomos también pueden ocupar uno cualquiera ¢ amhos de los
extremos terminales de la cadena (incluyendo, pero sin limitarse a,
alquilenoxilo, alquilendiovilo, alquilenamino, alquilendiamino,
aminonoxialquileno, y similares). Todavia adicionalmente, para los grupos de
unién alquileno y hetercalquileno, no sz implica ninguna orientacion del
grupo de unién por la direccidn en la que s2 escribe la formula del grupo de
unién. Por gjemplo, la férmula - C(0).R'- representa tanto C(O):R’- como -
R'C(O),-.

Los términos “cicloalquilo” y “heterocicloalquilo”, en si mismos o en
combinacion con otros términos, representan, a menos que se indique lo
contrario, versiongs ciclicas d= “alquilo” y “heteroalquilo”, raspectivamente.
Por tanto, un cicloalquilo o heterocicloalquilo incluye enlaces de anillo
saturados, parcialmente insaturados y completamentz insaturados.
Adicionalmente, para heterocicloalquila, un heterodtomo puade ocupar la
posicidn en la que se une él heterociclo al resto de la molécula. Ejemplos de
cicloalquilo incluyen, pero no se limitan a, ciclopentilo, ciclohexilo, 1-
ciclohexenilo, 3-ciclohexenilo, cicloheptilo, y similares. Ejemplos de
heterocicloalquilo incluyen, pere no se limitan a, 1-(1,2,5 8-tetrahidropiridilo),
1-piperidinilo,  2-piperidinilo,  3-piperidinilo,  4-morfolinilo,  3-morfolinilo,
tetrahidrofuran-2-ilo, tetrahidrofuran-S-ilo, tetrahidrotien-2-ilo, tetrahidrotien-
2-iln, 1-piperazinilo, 2-pipzsrazinilo, y similares. Adicionalmente, &l término
abarca estructuras de anillo biciclicas y triciclicas. De manera similar, el

termino “heterocicloalquileno” 2n si mismo o como parte de otro sustituyente
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significa un radical divalente derivado de heterocicloalguilo, y el término
“cicloalguilena” en si mismo ¢ como parte de otro sustituyente significa un
radical divalente derivadn de cicloalquilo.

Tal como se usa“ 2n &l presente documenio, la expresion “polimero
soluble 2n agua” se refiere a cualquier polimero que es soluble en
disolventzs acuosos. La unién de palimeros solubles en agua a polipéptidos
hG-CSF puede dar como resultado cambios incluyende, pero sin limitarse a,
aumento o modulacién de la semivida =n suero, 0 aumento o modulacién de
ta semivida terapéutica en relacién con la forma no madificada,
inmunogenicidad modulada, caracteristicas de asociacion fisica moduladas
tales como agregacion y formacidn de multimercs, unién a receptor altzrada,
unién alterada a una o mas pargjas de unidn, y dimerizacién o
multimerizacidén de receptor alterada. El polimero soluble en agua puede
tener o no su propia actividad hioldgica, y puede usarse como ligador para
unir bG-CSF a otras sustancias, incluyendo, pero sin limitarse a, uno o mas
polipéptides bG-CSF, o una o mas moléculas bioldgicamente activas.
Polimeros adecuados incluyen, pero no se limitan a, polietilenglicol,
polietilenglicol-propionaldehida, derivados de mono-alcoxilo C-Cyg 0 ariloxilo
de los mismos (descritos =n la patente estadounidense n.” 5.252.714 que se
incorpora  como  referencia  al  presente documento),  monometoxi-
polietilenglicol, polivinilpirrolidona, poli(alcohal vinilico), poliaminoécidos,
anhidrido maléico  de  divinil  é&ter,  JV-(2-hidrovipropil)-metasrilamida,
devtrano, derivados de devtrano incluyendo sulfato de devtrano,
pelipropilenglicol, copelimero d epoli(6xido de propileno/éxido de etileno),
poliol pcliovietilado, heparina, fragmentos de heparina, polisacaridos,
cligosacaridos, glicanos, celulosa y derivados de celulosa, incluyendo, pero
sin limitarse a, metilcelulosa y carboximetilcelulosa, almidén y derivades de
almidén, polipéptidos, polialquilenglicol y derivados del mismo, copolimeros
de polialquilenglicoles y dzrivados de los mismos, poli(vinil etil éteres), y
alfa-beta-poli[(2-hidrovietil)-DL-aspartamida], y similares, o mezclas de los

mismos. Ejemplos de tales polimaros solubles en agua incluyen, psro no se
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limitan a, polietilenglicol y albimina sérica. Los documentos WQ (3/074087
y WO 03/074088 describen la conjugacién de protsinas o moléculas
pequefas con hidroxialguilalmidén (HAS). Ejemplos de
hidrovilalquilalmidones incluyen, pero no se limitan a, hidroxietilalmidon.
Conjugados de hidroxialquilalmidén y otra molécula, por ejemplo, pusden
comprender un enlace covalente entre grupos aldehido terminales de HAS y
grupos reactivos d= la otra molécula.

Tal como sz usa en el presente documento, el término
‘polialquilenglicol” = “poli(alquenglicol)” se refiere a polietilenglicol
(poli(etilenglicol)), polipropilenglicol, polibutilenglicol, y derivados de los
mismos. El término “polialquilznglicol” abarca tanto polimeros lineales como
ramificados y pesos molesulares promedio de entre 0,1 kDa y 100 kDa.
Otras realizaciones a modo de gjempilo se indican, por ejemplo, &n catalogos
de proveedores comerciales, tales como el catdlogo d =Shearwater
Corporation  “Polyethylzne Glycol and Derivatives for Biomedical
Applications” (2001).

El término “arilo” significa, a menos que s& indique 1o contrario, un
sustituyente hidrocarbonado, aromdtico, poliinsaturado que puede ser un
anillo dnico o multiples anillos (incluyendo, pero sin limitarse a, desde 1
hasta 3 anillos) que s& condensan juntos o se unen de forma covalente. El
término “heteroarilo” se refiere a grupos (¢ anillos) arilo que contienen desde
uno hasta cuatro heteroadtomos selescionados de N, O y S, en los que los
atomos de nitrégeno y azufre estan opcionalmente oxidados, y elllos atomos
de nitrégeno esta(n) opcibnalmente cuaternizado(s). Un grupo heteroarilo
puede unirse al resto de la molécula mediante un hateroatomo. Ejemplos no
limitativos de grupos de arilo y hetercarilo incluyen fenilo, 1-naftilo, 2-naftilo,
4-bifenilo, 1-pirrolilo, 2-pirralilo, 2-pirrolilo, 2-pirazolilo, 2-imidazolilo, 4-
imidazalilo, pirazinilo, 2-nvazalilo, 4-ovazolilo, 2-fenil-d4-oxazolilo, &-oxazolilo,
3-isavazolilo, 4-isoxacolilo, 5-isovazoliln, 2-tiazolilo, 4-tiazolilo, S-tiazolilo, 2-
furilo, 3-furilo, 2-tienilo, 3-tienile, 2-piridilo, 3-piridilo, 4-piridilo, 2-pirimidilo, 4-

pirimidilo,  5-henzotiazolilo, purinilo, 2- bencimidazolila, E-indolilo, 1-
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isoquinalilo, S-isoquinolilo, 2-quincalinile, 5-quinoxalinilo, 3-quinolilo y 5-
quinclilo. Sustituyentes para cada uno de los sistemas ciclicos arilo y
heteroarilo indicados antariormente se seleccionan del grupo de
sustituyentes aceptables descritos a continuacion.

Por motivos de brevedad, el término “arilo” cuando se usa en
combinacidon con otros términos (incluyzndo, pero sin limitarse a, arilovilo,
ariltioxilo, arilalquilo) incluye tanto anillos arilo como heteroarilo tal como se
definieron anteriormente. Por tanto, se pretende que el término “arilalquilo”
incluya los radicales en los que un grupo arilo esta unido a un grupo alquilo
(incluyendo, pero sin limitarse a, bencilo, fenetilo, piridilmatilo y similares)
incluyzndo aquellos grupos alquilo en los que se ha sustituido un atomo de
carbono (incluyendo, pero sin limitarse a, un grupo metilenn) por, por
gjemplo, un atomo de oxigeno (incluyendo, pero sin limitarse a, fenoximetilo,
2-piridiloximetilo, 2-(1-naftilovi)propilo, y similares).

Se pretende qu= cada uno de los términos anteriores (incluyendo,
pero sin limitarse a, “alquilo”, “hetzroalquile”, “arilo” y “heteroarilo”) incluya
tanto formas sustituidas come no sustituidas del radical indicado. A
continuacién se proporcionan sustituyentes a modo de ejemplo para cada
tipo de radical. |

Sustituyentes para los radicales alquilo y hateroalquilo (incluyendo los
grupos denominados con frecuencia alquileno, alquenilo, heteroalquileno,
hateroalquenilo, alquinilo, cicloalquilo, heterocisloalquilo, cicloalguenilo, y
heterocicloalquenilo) pueden ser uno o mas de una variedad de grupos
seleccionados de, pero sin limitarse a: -OR’, =0, =NR’, =N-OR’, -NR’ R", -
SR', -halégeno, -SIRR'R", -OC(Q)R', -C(D)R', -CO.R', -CONRR’, -
OC(O)NR'R", -NR”C(O)R’, -NR'-C(O)NR'R™”,  -NR"C(O);R’, -NR-
C(NR'R'R™)=NR™, -NR-C(NR'R")=NR", -S(O)R’, -S(0)zR’, -S(O):NR'R”, -
NRSO:R’, -CN y -NO: &n un niimero que oscila desde cero hasta (2m'+1),
en el que m’ es el nimero iotal de atomos de carbono en tal radical. R', R,
R"” y R™ se refieren cada uno indspendientemente a hidrégeno,

heteroalquilo sustituido o no sustituido, arilo sustituido o no sustituido,
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incluyendo, pero sin limitarse a, arilo sustituido con 1-3 halégenos, alquilo
sustituido o no sustituido, grupos alcoxilo o tinalcoxilo, o grupos arilalquilo.
Cuando un u:ompuestot de la invencidn incluye mas de un grupo R, por
ejemplo, cada una de los grupos R se selecsiona indepeandientemente como
lo son cada grupo R', R”, R” y R"™ cuando hay mas de uno de esos grupos
presente. Cuando R’ y R” &stan unidos al mismo atomo de nitrdgeno,
pueden combinarse con el atomao de nitrégeno para formar un anillo de 5, 6
6 7 miembros. Por ejemplo, se pratende que -NR'R” incluya, pero no se
limite a, 1-pirrolidinilo y 4-morfolinilo. A partir de la discusion anterior de
sustituyentes, un exparto 2n la técnica entendera que se pretende que el
termino “alquilo” incluya grupos que incluyen atomos de carbono unidos a
grupos distintos de grupos hidrégeno, tales como haloalquile (incluyendo,
pero sin limitarse a, -CFs “y -CH:CF3) y acilo (incluyendo, pero sin limitarse a,
-C(O)CHs, -C(0)CF3, -C(O)CH20OCHa, y similares).

De manera similar a los sustituyentes descritos para el radical alquilo,
los sustituyentes para los grupos arilo y heteroarilo son variados y se
seleccionan de, pero no se limitan a: halégeno, -OR’, =Q, =NR’, =N-OR’, -
NR'R", -SR’, -halégeno, -SIR'R'R", -OC(O)R’, -C(O)R’, -CQO;R’, -CONRP'R”,
-OC(O)NR'R”,  -NR'C(O)R’, -NR-C{O)NR'R™, -NR'C(O):R’, -NP-
C(NR'R'R™)=NR™, -NR-C(NR'R")=NR", -S(O)R’, -8(0):R’, -S(0):NR'R", -
NRSOQ:R’, -CN y -NO-, -R‘, -N3, -CH(Ph)z, fluoroalcoxilo C4-C y fluorcalquila
Ci-C4, en un nimero que oscila desde cero hasta el nimero total de
valencias abiertas en 2l sistema de anillo aromatico; y en los que R, R”, R”
y R™ se seleccionan independientemente de hidrégeno, alquilo,
heteroalquilo, arilo y heteroarilo. Cuando’ un compuesto de la invencién
incluye mas de un grupo R, por gjemplo, cada uno de los grupos R se
selecsiona indepzndientemente soma lo son cada grupe R, R”, R" y R”
cuando hay mas de uno de esos grupos presente.

Tal como s usa en el presente documento, la exprasion “semivida en
suera modulada” significa &l cambio positivo o negativo en la semivida

circulantz de un bG-CSF moadificado con raspecto a su forma no modificada.
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La semivida en suero se mide tomando muestras de sangre a diversos
puntos de tiempo tras‘la administracion de bG-CSF, y dsterminando la
concentracién de esa molécula en cada muestra. La correlacion de la
concentracion &n suero con el tiempo permite el calculo de la semivida en
suero. Una semivida en suero aumentada tiene de manera deseable al
menos aproximadaments =l doble, pero un aumento menor puede ser Ctil,
por gjemplo cuando permite un régimen de dosificacion satisfactorio o evita
un efecto toxico. En algunas realizaciones, el aumento s de al menos
aproximadament= tres veces, al menos aproximadamente cinco veces, o al
menos aproximadamente dizz veces.

La expresién “semivida terapéutica modulada” tal como se usa =n el
presentz documento significa el cambio positivo o negativo en la semivida
de la cantidad terapéuticamente eficaz de bG-CSF, con respecto a su forma
no modificada. La semivida terapéutica se mide midiendo las propiedades
farmacocinéticas y/o farniacodinémicas da la molécula en diversos puntos
de tiempo tras la administracion. Una semivida terapéutica aumentada
permitz de manera deseable un régimen de dosificacion beneficioso
particular, una dosis total beneficiosa particular, o evita un efecto no
dessado. En algunas realizaciones, la semivida terapéutica aumentada
resulta de una potencia aumentada, unidn aumentada o disminuida de la
molécula modificada a su diana, descomposicion aumentada o disminuida
de la molécula por enzimas tales como proteasas, o un aumento o
disminucién de otro parametro 0 mecanismo de accién de la molécula no
modificada o un aumento o disminucién del aclaramiento mediads por el
receptor de la molécula.

El t&rmino “aislado”, cuando se aplica a un acido nucleico o proteina,
significa que &l acido nucleico o la proteina esta libre de al menos algunos
de los componentes celulares con os que s& asocia =n el estado natural, o
que el acido nucleiso o la proteina se ha concentrado hasta un nivel superior
a la concentracién de su pfaduccién in vivo o in vitro. Puede estar en un

estado homogeéneo. Las sustancias aisladas pueden estar en un estado o
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bien seco o bien semiseco, o en disolucidn, incluyendo, pero sin limitarse a,
una disolucién acuosa. Puede ser un componente de una composicion
farmacéutica que comprende vehiculos y/o excipizntes farmacéuticamente
aceptables adicionales. La purzza y la homogeneidad se determinan
normalmente usando técnicas de quimica analitica tales como electroforesis
en gel de poliacrilamida “0 cromatografia de liquidos de alta resolucién. Una
protzina que es la especie predominant2 presente en una preparacion esta
sustancialmente purificada. En particular, un gen aislado esta separado de
marcos de lectura abiertos que flanquean el gen y codifican para una
proteina distinta del gen de interés. El término “purificado” significa que un
acido nucleico o una proteina da lugar sustancialmentz a-una banda en un
gel electroforético. Particularmente, puede significar que el acido nucleico o
la proteina es puro en al menos el 85%, puro en al menos el 90%, puro en al
menos &l 955, puro en al menos el 99% o mas.

L4

La expresion “acido nucleico” se refiere a desoxirribonucledtidos,
desoxirribonucleodsidos, rihonucledsidos, o ribonucleétidos y polimeros de
los mismos o bien en forma monocatenaria ¢ bien hicatenaria. A menos que
se limite especificamenté, la expresion abarca acidos nuclzicos que
contienen analogos conocidos de nucledtidos naturales que tienen
propiedades de unién similares al acido nucleico de referencia y se
metabolizan de una manera similar a nucledtidos que se producen de
manera natural. A menos que se limite especificamente de otro modo, la
expresion también se refiere a analogos de cligonucleétidos incluyendo PNA
(acido nucleico peptidico), analogos de ADN usados en tecnologia
antisentido (ticatos de fésfpro, fosforoamidatos, y similares). A menos que
se indique lo contrario, una secuencia de acido nucleico particular también
abarca implicitamente variantes modificadas de manera conservativa de la
misma (incluyendo, pero sin limitarse a, sustitucionzs de codén degenerado)

secusncias  complementarias  asi como la secuencia indicada

<

explicitamenta. Especificamente, las sustituciones de codén degenerado

pueden lograrse gensrando secuencias en las que la tercera posicion de
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uno 0 mas codones seleccionados (0 todos) se sustituye por residuos de
bases mixtas y/o desoviinosina (Batzer &t al, Nucleic Acid Res. 19:5081
(1991); Ohtsuka =t al, J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985); Rossolini &t al,
Mot. Cell. Probes 8:91-98 (1994)).

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan de manera
intercambiable &n &l prasente documento para referirse a un polimero de
residuos d= aminoacido. Es decir, una descripcidon que se refiers a un
polipéptido se aplica igualm=nt2 a una descripcion de un péptido y una
descripcion de una proteina, y viceversa. Los términos se aplican a
polimeros de aminoécidoé que se producen de manera natural asi como a
polimeros de aminoacidos en los que uno o mas residuos de aminoacido
son un aminoacido no codificado de manera natural. Tal como se usa en &l
presente documento, los términos abarcan cadenas de aminoacido de
cualquier longitud, incluyendo proteinas de longitud completa, en las que los
residuos de aminoacido estan unidos mediante enlaces peptidicos
covalentes. |

El t&rmino “aminoacido” se refiere a aminoacidos que se producen de
manera natural y que no se producen de manera natural, asi como a
analogos de aminoasidos y compuestos miméticos de aminoacidos que
funcionan de una manera similar a los aminoacidos que se producen de
manera natural. Los aminoacidos que se codifican de manera natural son los
20 aminoacidos comunes (alanina, arginina, asparagina, acido aspartico,
cisteina, glutamina, acido 'glutémico, glicina, histidina, isoleucina, leucina,
lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina, y
valina) y pirrclisina y seleno-cisteina. Los analogos de aminoacidos se
refisren a compuestos que tienen la misma estructura quimica basica que un
aminoacido que se produce de manera natural, es denir, un carbono o que
esta unido a un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupe amino, y un grupo
R, tal como, homoserina, norleucina, sulféxide de metionina, metilsulfonio de
metionina. Tales analogos tienen grupos R modificados (tales como

norleucina) ¢ estructuras peptidicas modificadas, pero conservan la misma
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estructura quimica bésiba que un aminoacido que se produce de manera
natural. La referencia a un aminoacido incluye, por gjemplo, L-aminoacidos
proteogénicos que se producen de manera natural, D-aminoacidos,
aminoacidos quimicamente modificados tales como variantes y derivados de
aminoacidos; aminoacidos no proteogénicos que se producen de manera
natural tales como [-alanina, ornitina, etc.; y compuestos sintetizados
quimicamente que tienen propiedades que se sabe en la técnica que son
caracteristicas de amincacidos. Ejemplos de aminoacidos que no se
producen de manera natural incluyen, pero no s= limitan a, «-metilo-
aminoacidos (por ejemplo, o-metil-alanina), D-aminoacides, aminoacides
similares a histidina (por =jemplo, 2-amino-histidina, f-hidroxi-histidina,
homohistidina, «-fluoromatil-histidina y «-metil- histidina), aminoacidos que
tienen un metileno extra en la cadena lateral (aminoacidos “homo”), y
aminoacidos en los que se sustituye un grupo funcional acido carboxilico en
la cadena lateral por un grupo acido sulfénico (por gjemplo, acido cistéico).
La incorporacion de aminoacidos no naturales, incluyendo aminoacidos
sintéticos no nativos, aminoacidos sustituidos, o uno o mas D-aminoacidos
en las proteinas de la presents invencidn puede ser ventajosa de varias
maneras diferentes. Los péptidos que contiznen D-aminoacidos, etc.,
muestran una estabilidad in vitro o in vive aumentada en comparaciéon con
sus enquivalentes que contienen L-aminoacidos. Por tanto, la construccion de
péptidos, &tc., que incorporan D-amincacidos puede ser particularmente til
cuando se desea o se requiere una mayor estabilidad intracelular. Mas
especificamente, los D-péptidos, etc., son resistentes a proteasas y
peptidasas endbdgenas, proporcionando asi una biodisponibilidad de la
molécula mejorada, y vidas in vivo prolongadas cuando se desean tales
propiedades. Adicionalmenta, los D-péptidos, etc., no pueden procesarse
eficazmente para la presentacion limitada por complzjo principal de
histocompatibilidad de clase Il a células T auviliares, y por tantd, €s menos
probable que induzcan raspuestas inmunitarias humorales en ¢l organismo
completo.
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En el presente documento puede hacerse referencia a los
aminoacidos o bi=n por sus simbolos de tres Iztras cominmente conocidos
0 bien por los simbolos de una letra recomendados por la Comision de
Nomenclatura Bicquimica de la IUPAC-IUB. Asimismo, puede hacerse
referencia a los nucledtidos mediante sus coédigos de letras Unicas
comunmente aceptados.

“Variantes modificadas de manera conservativa’ se aplica tanto a
secuencias de aminoacidos como de acido nucleico. Con respecto a
secuencias de acido nucl“ei-:o particulares, “variantzs modificadas de manera
conservativa” se refiere a aquellos acidos nucleicos que codifican para
secuencias de aminoacidos idénticas o esencialmente idénticas, o cuando &l
acidn nucleico no codifica para una secuancia de aminoacidos, a secuencias
esencialmente idénticas. Debido a la degeneracion dal cédigo genético, un
gran nimero de acidos nucleicos funcionalmente idénticos codifican para
cualquier proteina dada. Por gjemplo, los codones GCA, GCC, GCG y GCU
codifican todos para &l aminoacido alanina. Por tanto, en cada posicién &n la
que se especifica una alanina por un codén, =l codén pueds alterarse a
cualquiera de los codones correspondientes descritos sin alterar el
polipéptido codificado. Tales variaciones de acido nucleico son “variaciones
silenciosas”, que son una clase de variaciones modificadas de manera
conservativa. Cada secusncia de acido nusleico en el presante documento
que codifica para un polipéptido también descrihe cada variacién silenciosa
posible del acido nucleico. Un exparto en la técnica reconocera que cada
codén en un acido nucleico (excepto AUG, que e&s habitualmente &l unico
coddn para metionina, y TGG, que s hahitualmente el (nico codén para
triptéfann) puade modificarse para dar una molécula funcionalmente
idéntica. Por consiguiente, cada variacién silenciosa de un acido nucleico
que codifica para un polipéptida esta implicita en cada secuencia descrita.

En cuanto a las secuencias de aminoacidos, un experto &n la técnica
reconocera que sustituciones, delecionas o adiciones individuales a una

secuencia de acido nucleico, péptido, polipéptido o proteina que alteren,
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afadan o eliminen un Unico aminoacido o un pequefio porcentaje de
amincacidos en la schencia codificada es una “variante modificada de
manzra conservativa’ eﬁ la qu= la altzracidon da como resultado la delecidén
de un aminoacido, adicién de un aminocacido, o sustituciéon de un aminoacido
por un aminoacido quimicamente similar. Los =¥pertos en la técnica
conocen tablas de sustituciones conservativas  que  proporcionan
aminoacidos funcionalmente similares. Tales variantes modificadas dz
manera conservativa son ademas de, y no excluyen, las variantes
polimérfizas, homélogos entre especies y alelos de la invencion.

Los expertos en la técnica conocen tablas de sustituciones
conservativas que proporcionan amincacidos funcionalmente similares. Los
ocho grupos siguientes contienen cada unc aminoacidos que son
sustituciones conservativas unos de otros:

1) Alanina (A), glicina (G),

2) Acido aspartico (D)4, acido glutamico (E);

3) Asparagina (N), glutamina (Q),

4) Arginina (R), lisina (K);

5) Isoleucina (1), lzucina (L), metionina (M), valina (V),

) Fenilalanina (F), tirosina (Y), triptéfano (W),

7) Serina (S), trecnina (T); y

8) Cisteina (C), metionina (M)

(véase, por ejemplo, Creighton, Protzins: Structures and Molecular
Properties (W H Freeman & Co.; 22 edicion (diciembre de 1993).

Los términos “idéntico” o “identidad” en porcentaje, en &l contexto de
dos 0 mas acidos nucleicos o sesuencias de polipéptido, se refisren a dos o
mas secuencias o subsecuencias qus son iguales. Las secuencias son
“sustancialmente idénticas” si tienen un porcentaje de residucs de
aminoacido o nucleétidos mle son iguales (es decir, aproximadamente &l
0% de identidad, aprovimadament2 el 65%, aproximadamente el 700,
aprovimadamente &l 75%, aproximadamente el 0%, aproximadamente el

&5¢;, aproximadamantz el 90%;, o apro<imadamente el 95°; de identidad a
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lo largo de una regién especificada), cuande se comparan y alinean para
una correspondzncia maxima a lo largo de un intervalo de comparacion, o
regién designada segin se mide usando uno de Ios siguientes algoritmos de
comparacion de secuencias (u otros algoritmos disponibles para los
expertos en la técnica) o mediante alineacién manual & inspeccidn visual.
Esta definicion también se refiere al complemento de una secuencia de
prueba. La identidad puede existir a lo largo de una regiéon que tiene al
menos aprorimadamente 50 aminoacidos o nucledtidos de longitud, o a lo
largo de una regién que tiene 75-100 aminoacidos o nucledtidos de longitud,
0, cuando no se especifica, a lo largo de la totalidad de la secuencia de un
polinucledtido o polipéptide. Un polinucledtido que codifica para un
polipéptido de la presente invencidn, incluyzndo homélogos de especias
distintas del ser humano, puede obtenerse mediante un procedimiento que
comprende las etapas de examinar una biblioteca en condiciones de
hibridacién rigurosas con una sonda marzada que tizne una secuencia de
polinuclzdtido de la invencidn o un fragmento de la misma, y aislar ADNc de
longitud completa y slonas gendmicos que contienen dicha secuencia de
polinucledtido. Tales técnicas de hibridacidn se conocen bien por el axperto
en la técnica.

Para la comparacién de secuencias, normalmante una secuencia
actia como secuencia de referencia, con la que se comparan secuencias de
prugba. Cuando se usa un algoritmo de comparacién de secuencias, se
introducen las secusncias de prueba y de referzncia en un ordenador, se
designan coordinaciones de subsecuencia, si &s necesario, y se designan
parametros del programa de algoritmo de secuencia. Pueden usarse
parametros de programa‘ por defecto, o pusden designarse parametros
alternativos. Entonces, 2l algoritmo de comparacién de secuencias calcula
las identidades de secuencia en porcentaje para las secusncias de prusba
en relacién con la secuencia d= referencia, basandose en los pardmetros da
programa.
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Un "intervalo de& comparacion”, tal como se usa en el presente
documento, incluye la referencia a un segmento de una cualquicra de las
varias posiciones anéldgas seleccionada del grupo gue consiste en desde
20 hasta 800, habitualmente de aproximadamentz 50 a aproximadamente
200, mas habitualmente de aprovimadamente 100 a aproximadaments 150
en la que puede compararse una $EGUBNZIA CON UNA Sssusncia de
referencia dal mismo nunﬁero de posiciones contiguas tras haber alineado de
manara éptitna las dos secuencias. Los evpertos en la técnica conocen
métodos de alinzacidn d2 secuencias |ara la comparacion. La alineacion
dptima de secuencias para la comparacién puede realizarsz, incluyzndo,
perc sin limitarse a, mediante 2l algoritmo de homologia local de Smith y
Waterman (1970) Adv. Appl. Math. 2: 482c, mediante el algoritmo de
alingacion de homologia de Needleman y Wunsch (1970) J Mol. Biol.
48:443, mediante el método de blsqueda de similitud de Pearson y Lipman
(1988) Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444, madiante implementacicnes
informaticas de estos algoritmos (SAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el
paguete de software de genética de Wisconsin, Genetics Computer Group,
575 Science Dr., Madison,‘ WI), o mediante alineaciéon manual & inspescion
visual (véase, por Zjemplo, Ausubel &l al, Current Protocols in Molecular
Biology (1995 suplemento)).

Un e&jemplo de un élgoritmo que &s adecuado para detzrminar la
identidad de secuencia en porcentaje y la similitud de secuencia son los
algoritmas BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul ef al. (1997)
Nuc. Acids Res. 25:3389-3402, y Altschul &t al. (1990) J Mol. Biol. 215:403-
410, respectivamente. El software para realizar analisis de BLAST estd
disponible al publico mediante =l Centro Nacional de Informacién
Biotacnolégica en la World Wide Web en nchi.nim.nih.gov. Los pardmetros
W, T, y X del algoritmo BLAST dzterminan la sensibilidad y velocidad de la
alineaciéon. El programa BLASTN (para secuencias de nucledtidos) usa
como defecto una longitud de palabra (W) de 11, una esperanza (E) de 10,

M=5, N=-4 y una comparacion de ambas cadenas. Para secuencias de
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aminoacidos, el programa BLASTP usa como defectos una longitud de
palabra de 3, y esperanza (E) de 10, y la matriz de puntuacién BLOSUMG2
(véase Henikoff y Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:106185)
alinzaciones (B) de 50, esperanza (E) de 10, M=5, N=-4, y una comparacioén
de ambas cadenas. El algoritmo BLAST se realiza normalmente con el filtro
de “baja complejidad” desactivado.

El algoritmo BLAST también realiza un andlisis =stadistico de la
similitud entre dos secuencias (véase, por gjemplo, Karlin y Altschul (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA ©0:5873-5787). Una media de similitud
proporcionada por &l algoritmo BLAST es la menor suma de probabilidades

(P(N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad de que se

produzca por azar una correspondencia entre dos secuencias de nucledtidos

o de aminoacidos. Por gjemplo, un acido nucleico se considera similar a una
secuencia de referencia si la menor suma de probabilidades en una
comparacién del acido nucleico de prugba con &l acido nucleico de
referencia es inferior a aproximadamente 0,2, o inferior a apro¥imadamente
0,01, o inferior a aproximadamente 0,001.

La frase “se¢ hibrida selectivamente (o especificamente) con” se
refiere a la unién, formacién de duplex, o hibridacion de una molécula
Unicamente con una secuencia de nucledtidos particular en condiciones de
hibridacién rigurosas cuando esa secuencia estd presente en una mezcla
compleja (incluyendo, pero sin limitars= a, ARN o ADN de biblioteca o
celular total). |

La frase “condiciones de hibridacién rigurosas” se refiere a la
hibridacion de secuencias de ADN, ARN, PNA u otros compuestos
miméticos de acido nucleico, ¢ combinacionzs de los mismos en
condiciones de baja fuerza idnica y alta temperatura tal como se conoce € la
técnica. Normalmente, en condiciones rigurosas una sonda s2 hibridara con
su subhsezcuencia diana en una mezcla complgja de acido nucleico
(incluyendo, pero sin limitarse a, ARN o ADN de biblioteca o celular total)

pero no se hibrida con otras secuencias en la mezcla compleja. Las
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condiciones rigurosas son dependientes de la secuencia y saran diferentes
en circunstancias diferentes. Las secuzncias mas largas se hibridan
especificamente a temperaturas superioras. Se encusntra una guia
exhaustiva para la hibridaciéon de acidos nucleicos en Tijssen, Laboratory
Techniques in Biochemistry and Molecular Biclogy — Hybridization with
Nucleic Probes, “Overview of principles of hybridization and the strategy of
nucleic acid assays” (1993). Generalmente, las condiciones rigurosas se
seleccionan para ser aproximadamante 5-10°C inferiores al punto de fusién
térmica (Tr) para la secuzncia especifica a una fusrza idnica definida pH. La
Tm &s la temperatura (a una fuerza iénica definida, pH, y concentracidn de
acido nucleico) a la que el 50% de las sondas complamentarias a la diana se
hibridan con la sacuzsncia diana en el equilibrio (ya que las secuencias diana
estan presentes en excesn, a Ty, el 50% de las sondas esta ocupado 2n el
equilibrio). Las condiciones rigurosas pueden ser aguellas =n las que la
concentracion en sal es inferior a aprovimadaments ién sodic 1,0 M,
normalmente una concentracién de i6n sodio (u otras sales) de
aproximadament= 0,01 a 1,0 M a pH dz 7,0 a 8,3 y la temperatura es de al
manos aproximadamentz 30°C para sondas cortas (incluyendo, pero sin
limitarse a, de 10 a 50 nucledtidos) y de al menos aproximadamente 60°C
para sondas largas (incluyzndo, pero sin limitarse a, mas de 50 nucledtidos).
Las condicionzs rigurosas también pueden lograrse con la adicidon de
agentes desestabilizantzs tales como formamida. Para la hibridacidn
selectiva o especifica, una sefal positiva puede ser al mznos dos veces la
hibridacion de fondo, opcionalmente 10 veces la hibridacién de fondo.
Condiciones de hibridacién rigurosas a modo de gemple pueden ser tal
como sigue: formamida al 50%;, 5X SSC, y SDS al 1%, incubar a 42%C, 0 56X
SSC, 8DS al 1%, incubar a 65*C, con un lavado con 0,2X SSC, y SDS al
0,1% a B5°C. Tales lavados pueden realizarse durante 5, 15, 30, 60, 120, o
mas minutos.

Tal como se& usa &n el presente documento, €l término "eucariota” se

refiere a organismos que pertenecen al dominio filogenético Eucarya talas
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comn animales (incluyendo, pero sin limitarse a, mamiferos, insectos,
reptiles, aves, etc.), ciiiados, plantas (incluyendo, pero sin limitarse a,
monocotileddneas, dicotileddneas, algas, etc.), hongos, levaduras,
flagelados, microsporidios, protistas, etc.

Tal como s= usa en el presente documento, la axpresion “no
eucariota” se refier= a organismos no eucariotas. Por sjemplo, un
organismo no eucariota puede pertenecer al dominio filogenético Eubacteria
(incluyendo, pero sin limitarse a, Escherichia coli, Thermus thermaophilus,
Bacilluz  stearothermophUus, Pseudomonas  fluarescens, Pseudomonas
anruginasa, Pseudomaonas pulicla, &tc.), o al dominio filogenético Archaca
(incluyendo, pero sin limitarse  a, Melhanocoocus  jannaschii,
Metanobacterium thermoaulotrophicum, Halobasterium tal como Haloferax
valcanii y especies de  Halohacterium NRC-l,  Archasoglobus  fulgidus,
Pirococcus furiosus, Pirococeus horikoshii, Acuropirum pemix, etc.).

El termino “sujeto” tal como se usa en el presente documento, se
refisre a un animal, en algunas realizaciones un mamifero, y en otras
realizaciones un ser humano, que es =l objeto de tratamiento, observacién o
experimento. Un animal puede ser un animal de compafiia (por ejemplo,
perros, gatos y similares), animal de granja (por =jemplo, vacas, ovejas,
cerdos, caballos, y similares) o un animal de latoratorio (por ejemplo, ratas,
ratones, cohayas, y similarés).

La expresién “cantidad eficaz” tal como se usa en el presente
documento se refiere a la cantidad del polipéptide de aminoéacido no natural
modificado que se administra que aliviara en alguna medida uno o mas de
los sintomas de la enfermedad, estado o trastorno que esta tratdndose. Las
composicionas que contienen el polipéptidc de aminoacido no natural
modificado descritas en el presente documento pueden administrarse para
tratamientos profilacticos, de potenciacién y/o terapéuticos.

Los términos “potenciar’ o “de potenciacion” significan aumentar o
prolongar o bien la potzncia o bien la duracidén de un =fecto deseado. Por

tanto, con respecto a la potenciacién del efecto de agentes terapéuticos, el
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término “de potsnciacién” se refisre a la capacidad para aumentar o
prolongar o bien la potencia o bien la duracidon del efecto de otros agentes
terapéuticos en un sistema. Lina “cantidad eficaz d= potenciacion”, tal como
s& usa en el presente documento, se refiere a una cantidad adecuada para
potenciar el =fecto de otro agente terap2utico en un sistema deseado.
Cuandc s= usa =n un animal, las cantidadss eficaces para su uso
dependeran de la gravedad y el transcurso d= la enfermedad, trastorno o
estado, terapia previa, el estado de salud del animal y respuesta a los
farmacos, y el criterio del veterinario encargado.

El término “modificado”, tal como se usa en &l presente documento se
refiere a cualquier cambio realizado a un polipéptido dado, tal como cambios
a la longitud del polipéptido, la secuencia de aminoacidos, la estructura
quimica, modificacién cotraduccional, o modificacidn postraduccional d2 un
polipéptido. La expresian forma “(modificada)” significa que los polipéptidos
que estan tratandose estan opcionalmente modificados, es decir, los
polipéptidos que estan tratdndose pueden estar modificados o no
modificados.

La expresién “modificado postraduccionalmente” se refiere a cualquier
modificacion de un aminoacido natural o no natural que se produce en tal
aminoacido tras haberse incorporado en una cadzna de polipéptido. La
expresion abarca, Unicamente a modo de gjemplo, modificaciones in vivo
cotraduccionales, modificacﬁiones in vitro cotraduccionales (tales como en un
sistema de traduccion libre de células), modificacionas in  vivo
postraduccionales, y modificaciones in vitro postraduccionales.

En aplicaciones prdfilécticas, se administran composiciones que
contienen el polipéptido bG-CSF a un animal susceptible dg, o de otro mado
en riesgo de, una enfermedad, trastornoc o estado particular. Se define que
tal cantidad es una “cantidad profilacticamente eficaz’, en uso, las
cantidades precisas también despenden del estado de salud del animal, el
peso y similaras. Se considera que se encuentra dentro de la experiencia en

la técnica determinar tales cantidades profilacticamente eficaces mediante
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experimentacion de rutina (por gjemplo, un ensayo clinico de aumento a
escala d= 1a dosis).

El tArmino “protegido” se refiere a la presencia de un resto o “grupo
protector’ que impide la reaccién del grupo funcional quimicaments reactivo
en determinadas condiciones de reaccidn. El grupe protector variara
dependiendo del tipo de grupe quimicamentz rzactivo que esta
protegiéndose. Por gjempli, si el grupo quimicaments reactivo es una amina
o una hidrazida, el grupo protector puede seleccionarse del grupo de terc-
butiloxicarbonilo (t-Boc) y 9- fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc). Si el grupo
quimicamentz reactivo es un tiol, &l grupo protector puede ser
ortopiridildisulfido. Si el grupo quimicamente reactivo &s un acido carboxilico,
tal como acido hutancico y propidnico, o un grupo hidrovilo, el grupo
protector puede ser bencilo o un grupo alquilo tal como metilo, &tilo, o terc-
butilo. También pueden usarse otros grupos protectores conocidos en la
técnica en o con los métodos y composiciones descritos en el presente
documento, incluyendo grupos fotoldbiles talas como Nvoc y MeNvoc.
Tambhién pueden usarse otros grupos protectores conocidos en la técnica en
o con los métodos y composiciones descritos en el presente documento.

Unicamentz a modo de ejemplo, pueden seleccionarse grupos de
bloauso/protectores de:
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Se describen otros grupos protectores en Greens y Wuts, Protective
Groups in Organic Synthesis, 3* Ed., John Wiley & Sons, Nuava York, NY,
1999, que se incorpora en el presente documento como referencia en su
totalidad.

En aplicaciones terapéuticas, se administran composiciones que
contienen 2l polipéptido de aminoacido no natural madificado a un animal
que ya padece una =nfermedad, estado o trastorno, =n una cantidad
suficiente para curar 0 al menos detener parcialmente los sintomas de la
enfermedad, trastorno o estado. Se define que tal cantidad es una “cantidad
terapéuticamente eficaz”, y dependera de la gravedad y transcurso de la
enfermedad, trastorno o estado, la terapia previa, =l estado de salud del
animal y la respuesta a los farmacos y el criterio del veterinario encargado.
Se considera que s& encuentra dentro de la esperiencia en la técnica
determinar tales cantidades terapéuticamentz eficaces mediantz
experimentacion rutinaria (por gjemplo, un ensayo clinico de aumento a
escala de la dosis).

El término “tratar” se usa para referirs= a tratamientos profilacticos y/o
terapéuticos.

Polipéptidos de aminoacide no codificado de manera natural
presentados en el presente documento pueden incluir compuestos
marcados isotépicamente con uno o mas atomos sustituidos por un atomo
que tiens una masa atémica o numero de masa diferente de la masa
atdmica © numero de masa qus se encuentra habitualmente en la
naturaleza. Ejzmplos de isétopos que puzden incorporarse &n los presentas
compuestos incluyen isdtopos de hidrégeno, carbono, nitrogene, oxigzno,
flior y cloro, tales como °H, °H, "c, ™, "N, 0, 0, ¥s, "¥F, *cl,
respectivamente. Deterniinados compusstos marcados  isotdpicamente
descritos en &l presente documento, por jemplo aquelles en los que se
incorporan isdtopos radiactivos tales como *H y "C, puedan ser Utiles en
ensayos de distribucidn tisular de farmaco y/o sustrato. Ademas, la

sustitucion por isétopos tales como deuterio, es decir, °H puede
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proporcionar determinadas ventajas terapsuticas resultantes de una mayor
estabilidad metabdlica, por ejemplo semivida in vivo aumentada o requisitos
de dosificacion reducidos.

Todos los isdmeros incluyendo, pero sin limitarse a, diastereé6meros,
enantidmeros, y mezclas de los mismos, se consideran como parte de las
composiciones descritas =n el present2 documento. En ofras realizaciones o
adicionales, los polipéptidos de aminoacido no codificado d2 manera natural
se metabolizan tras la administracién a un organismo que necesita producir
un metabolito que entonces s2 usa para produsir un efecto deseado,
incluyendo un efecto terapéutico dessado. En ofras realizaciones o
adicionales, son metabolitos activos de polipéptidos de aminoacido no
codificado de manera natural.

En algunas situaciones, pueden existir polipéptidos dz aminoacido no
codificado de manara natural cono tautdmercs. Ademas, los polip2ptidos de
aminoacido no codificado de manera natural descritos en &l presente
documento puaden existir en formas tanto sin solvatar como solvatadas con
disolventes farmacéuticamente aceptahle tales como agua, &tanol vy
similares. También se considera que las formas solvatadas se dan a
conocer en &l presente documento. Los expertos 2n la técnica reconoceran
que algunos de los compuestos en el presents documento pusden existir en
diversas formas tautoméricas. Todas de tales formas tautoméricas se
consideran partzs de las composiciones descritas en el presente documento.

A menos que se indique lo contrario, s& emplean métodos
convencionales de espectrometria d= masas, RMN, HPLC, quimica de
proteinas, bioquimica, técnicas de ADN recombinante y farmacologia, dentro

de la experiencia en la técnica.

DESCRIPCION DETALLADA
Introducciéon
Se proporcionan moléculas de b-GCSF que comprenden al menos un

aminoacido no natural en la invencidon. En determinadas realizaciones da la
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invencion, el polipéptido h-GCSF con al menos un aminoacido no natural
incluye al mencs una modificacion postraduccional. En una realizacion, la al
menos una modificacion postraduccional comprende la unién de una
molécula incluyenda, pero sin limitarse a, hidroxialquilalmidon (HAS),
hidroxietilalmidén (PfES), un marcador, un colorante, un polimero, un
polimero soluble en agua, un derivado de polietilenglicol, un agente de
fotorreticulacién, un radionticlido, un compuesto citotdxico, un farmaco, un
marcador de afinidad, un marcador de fotoafinidad, un compuesto reactivo,
una resina, una segunda proteina o polipéptido o analoge de polipéptido, un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo, un quelante de metales, un cofactor,
un acido graso, un hidrato d= carbano, un polinucledtido, un ADN, un ARN,
un polinucledtido antisentido, un sacarido, un dendrimero soluble en agua,
una ciclodextrina, un acido ribonuclzico inhibidor, un biomaterial, una
nanoparticula, un marcador de espin, un fluoréforo, un resto que contiene
metal, un resto radiactivo, un grupo funcional novedoso, un grupo que
interacciona de forma covalente o no covalente con otras moléculas, un
resto fotoenjaulado, un rasto excitable mediante radiacién actinica, un resto
fotoisomerizable, biotina, un derivado de hiotina, un analogo de biotina, un
resto que incorpora un atomo pesada, un grupo escindible quimicamente, un
grupo fotoescindible, una cadena lateral alargada, un azlicar unido a
carbono, un agznte activo redox, un aminotioacido, un resto téxico, un resto
marcado isctépicamentz, una sonda biofisica, un grupo fosforescente, un
grupo quimicluminiscents, un grupo electrodenso, un grupo magnético, un
grupo de intercalacion, un croméforo, un agents de transferencia de enargia,
un agente biclégicamente activo, un marcador detectable, una molécula
pequsfa, un punto CLla'ntico, un nanotransmisor, un radionucleétido, un
radiotransmisor, un agente de captura de neutrones, o cualquier
combinacién de los anteriores o cualquier otro compuesto o sustancia
descable, que comprendé un segundo grupo reactivo a al menos un
aminoacido no natural qué comprende un primer grupo reactivo utilizando

metodologia quimica que un experto #n la técnica sabe que es adecuada
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para los grupos reau:tivqs particulares. Por gjemplo, &l primer grupo reactivo
es un resto alquinilo (incluyzndo, pero sin limitarse a, en &l aminoacido no
natural p-propargiloxifenilalanina, en 2l que el grupo propargilo tambi&n se
dznomina a veces resto acetileno) y el segundo grupo reactivo es un resto
azido, y se utilizan metodologias quimicas de cicloadiciéon [3+2). En otro
gjempla, el primer grupo reactivo es el resto azido (incluyendo, pero sin
limitarse a, en el aminoacido no natural *-azido-L-fenilalanina) y =1 s=qundo
grupo reactivo &s el resto alquinito. En determinadas realizaciones del
polipéptido b-GCSF modificado de la presente invencion, se usa al menos
un aminoacido no natural (incluyzndo, pero sin limitarse a, aminoacido no
natural que contiene un grupo funcional ceto) que comprende al menos una
modificacion postraduccional, en el que la al menos una modificacion
postraduccional comprends un resto de sacarido. En determinadas
realizaciones, la modificacién postraduccional se realiza in vivo en una
célula eucariota 0 &n una célula no eucariota. Un ligador, polimero, polimero
soluble #n agua u otra molécula puede unir la molécula al polipéptido. La
molécula puesde unirse directamente al polipéptido.

En determinadas realizaciones, la proteina incluye al menos una
modificacion postraduccional que se rzaliza in vivo mediante una célula
huésped, en la que la modificacién postraduccional no se realiza
normalmente mediants otro tipo de cAlula huésped. En determinadas
realizaciones, la proteina incluye al m=nos una modificacién postraduccional
que s realiza in vivo mediante una oélula eucariota, en la que la
modificacidn postraduccional no se realiza normalmente mediante una célula
no eucariota. Ejemplos de modificaciones postraduccionales incluyen, pero
no se limitan a, glicosilacién, acetilacién, acilacién, modificacion lipidica,
palmitoilacién, adicidn de palmitato, fasforilacion, modificacion por unién de
glicolipidos, y similare:.

En algunas reanzaciones, el polipéptido h-GCSF comprende uno o
mas aminodcidos no codificados de manera natural para la glicosilacion,

acetilacion, acilacién, modificacion lipidica, palmitoilacion, adicion de
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palmitato, fosforilacidon, o 'modificacién por unién de glicolipidos del
polipéptido. En algunas realizaciones, el polipéptido b-GCSF comprende uno
0 mas aminoacidos no codificados de manera natural para la glicosilacion
del polipéptido. En algunas realizaciones, &l polip&ptide h-GCSF comprende
uno o mas aminoacidos codificados de manera natural para la glicosilacion,
acetilacion, acilacién, modificacidén lipidica, palmitoilacién, adicion de
palmitate, fosforilacién, o modificacién por unién de glicolipidos del
polipéptido. En algunas realizacionzs, &l polipéptido b-GCSF comprende uno
o0 mas aminoacidos codifisados d2 manera natural para la glicosilacién del
polipéptido. .

En algunas realizaciones, &l polipéptido b-GCSF comprende una o
mas adiciones y/o sustituciones de aminoacidos no codificados de manera
natural que potencian la glicosilacion del polipéptido. En algunas
rzalizacionss, =l polipéptide b-GCSF comprende una o mas delzciones que
potencian la glicosilacion del polip2ptido. En algunas realizaciones, el
polip&ptido h-GCSF comprande una o mas adiciones y/o sustituciones de
aminoacidos no codificados de manera natural que potencian la glicosilacion
en un aminoéacido diferents en &l polipéptido. En algunas realizaciones, €l
polipéptido b-GCSF comprende una o méas deleciones que potencian la
glicosilacion en un aminoacido diferentz en el polipéptido. En algunas
realizaciones, el polipéptido h-GCSF comprands una o mas adiciones y/o
sustitucionzs de aminoacidos no codificados de manera natural que
potencian la glicosilacién en un aminoacido no codificado de manera natural
en el polipéptido. En algunas realizaciones, el polipéptido b-GCSF
comprende una o mas adiciones ylo sustituciones de aminoacidos no
codificados d= manera natural quz potencian la glicosilacién en un
aminoacido codificado de manera natural en el polipéptido. En algunas
realizaciones, =l polipéptido h-GCSF zomprende una o mas adiciones y/o
sustituciones de aminoacidos codificados de manera natural ques potencian
la glicosilacién en un aminoacido diferente en el polipgptido. En algunas

realizaciones, el polipéptido b-GCSF comprende una o mas adiciones y/o
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sustituciones de aminoacidos no codificados de manera natural que
potencian la glicosilacién en un aminoacido codificado de manera natural en
el polipéptido. En algunas realizaciones, €l polipéptido b-GCSF comprende
una o mas adiciones y/o sustituciones de amincacidos no codificados de
manera natural que potsncian la glicosilacion en un aminoécido no
codificado de manera natural &n el polipéptido.

En una realizacién, la modificacion postraduccional comprende la
unién de un oligosacarido a una asparagina madiants una unién GlcNAc-
asparagina (incluyendo, pero sin limitarse a, en la que 2l oligosacarido
comprende (GIcNAc-Man"-Man-GIcNAc-GIcNAc, y similares). En oftra
realizacién, la modificacidn postraduccional comprende la unién d2 un
oligosacarido (incluyenda, pera sin limitarse a, Gal-GalNAc, Gal-GlcNAc,
etc.) a una serina o treonina mediante una unién GalNAc-serina, GalNAc-
treonina, GlcNAc-serina, o GlcNAc-treonina. En determinadas realizaciones,
una proteina o un polipéptido de la invencién puede comprender una
secuencia de secrecion o localizacién, una cola de epitopo, una cola FLAG,
una cola de polihistidina, una fusién de GST, y/o similares. Los gjemplos de
secuencias sefial de secrecion incluyen, pero no se limitan a, una secuencia
sefial de secrecidn procariota, una secuencia sefial de secrecion eucariota,
una secuencia sefial de secrecién eucariota optimizada en &' para expresion
bacteriana, una secuencia sefial de secrecién novedosa, secuencia sefal de
secrecion de pectato liasa, secuencia sefial de secrecion Omp A y una
secuencia sefal de secrecion de fago. Los ejemplos de secuencias sefial de
secrecion, incluyen, pero no se limitan a, STII (procariota), Fd GIll y MI3
(fago), Bgl2 (levadura), y la secuencia sefial bla derivada de un transposén.
Cualquier secuencia de este tipo puede modificarse para proporcionar un
resultado deseado con el polipéptido, incluyendo, pero sin limitarse a,
sustituir una secuencia sefal por una secuencia sefal diferente, sustituir una
secuencia lider por una secuencia lider diferente, etc.

La proteina o el polipéptido de interés puede contener al menos uno,

al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al manos
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seis, al menos siste, al menos ocho, al menos nuave, o digz ¢ mas
aminoacides no naturales. Los aminoacidos no naturales pueden ser iguales
o diferentes, por ejemplo, puede haber 1, 2, 2, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10 0 mas sitios
diferentes &n la proteina que comprenden 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10 o mas
aminoacidos no naturales diferentes. En dsterminadas realizaciones, al
mM=nos UNo, pero menos que todos, de un aminoacide particular presente en
una version que se produce de manera natural de la proteina se sustituye
por un aminoacido no natural.

La presente invencion proporciona métodos y composiciones basados
en b-GCSF que comprende al menos un aminoacido no codificado de
manera natural. La introduccién de al menos un aminoacido no codificado de
manera natural en b-GCSF puede permitir la aplicacién de quimicas de
conjugacisn qus suponén reacciones quimicas especificas, incluyendo, paro
sin fimitarse a, con uno o mas aminoacidos no codificados de manera
natural mientras que no reaccionan con los 20 aminoacidos que s¢ produsen
comunmeznte. En algunas realizaciones, b-GCSF que comprende el
aminoacido no codificado de manera natural se une a un polimero soluble
en agua, tal como polietilenglicol (PEG), por medio de la cadena lateral del
aminoacido no codificado de manera natural. Esta invencidn proporciona un
método altamente eficaz para la modificaciéon selectiva de proteinas con
derivados de PEG, que implica la incorporacion selectiva de aminoacidos no
codificados genéticamente, incluyendo, pero sin limitarse a, aquellos
aminoacidos que contiena2n grupos funcionales o sustituyentes que no se
gncuentran e&n los 20 amincacidos incorporades de manera natural,
incluyendo, pero sin limitarse a, un resto cetona, azida o acetileno, en
proteinas en respussta a un coddn selector y la postarior modificacion de
£s0s aminoacidos con un derivado de PEG reactivo de manera adecuada.
Una vez incorporado,  las cadenas laterales del aminoacido pueden
modificarse entonces utilizando metodologias quimicas que los expertos en
la técnica saben que son adecuadas para los grupos funcionales o

sustituyentes particulares presentes en el aminoacido no codificado de
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manera natural. Matodologias quimicas conocidas de una amplia variedad
son adecuadas para su uso en la presente invencién para incorporar un
polimero soluble &n agua en la proteina. Tales matodolegias incluyen, pero
no se limitan a, una reaccién de cicloadicion [3+2] d= Huisgen {véanse, por
gjemplo, Padwa, A. en Comprehensive Qrganic Synthesis, Vol. 4, (1991) Ed.
Trost, B, M., Pergamon, Oxford, pags. 1069-1109; y, Huisgen, R. &n 13-
Dipolar Cycloaddition Chemistry. (1684) Ed. Padwa, A., Wiley, Nugva York,
pags. 1-176) con, incluyendo, pero sin limitarse a, derivados de acetileno o
azida, respectivamente.

Dado que &l método de cicloadicion [3+2] d= Huisgen implica una
cicloadicion en vez de una reaccién de sustitucién nucledfila, pueden
modificarse protsinas con una selectividad extremadamente alta. Puede

llevarse a cabo la reaccion a temperatura ambients en condiciones acuosas

O

on excelente regioselectividad (1,4 > 1,5) mediante la adicion de
cantidades cataliticas de sales de Cu(l) a la mezcla de reaccion. Véanse,
por ejemplo, Tomoe, ef al, (2002) J. Org. Chem. 67:3057-3064; vy,
Rostovtsev, &t al, (2002) Ansew. Chem. Int. Ed. 41: 2566-2599; y el
documento WO 03/101972. Una molécula que puede afadirse a una
proteina de la invencion a través de una cicloadicidn [3+2] incluye
practicamente cualquier molécula con un grupo funcional o sustituyente
adecuado incluyendo, pero sin limitars= a, un derivado de azido o acetileno.
Estas moléculas pueden afadirse a un aminoasido no natural con un grupo
acetilzno, incluyendo, pero sin limitarse a, p-propargiloxifenilalanina, o grupo
azido, incluyendo, pero sin limitarse a, p-azido-fenilalanina, respectivamente.

El anillo de cinco miembros que resulta de la cicloadicién [3+2] de
Huisgen no es generalmente ravarsiblz en entornos reductores y s estable
frente a la hidrélisis durante periodos prolongados en &ntornos acuosos. Por
consiguients, las caracteristicas fisicas y quimicas de una amplia variedad
des sustancias puedezn modificarse en condiciones acuosas exigentas con los
derivados de PEG activos de la presente invancion. De manera incluso mas

importante, dado que los restos azida y acetileno son &specificos el uno
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para =l otro (y no reaccionan, por sjemplo, con ninguno de los 20
aminodacidos comunes, codificadas genéticamente), pusden modificarse
protzinas en uno o mas sitios especificos con una selectividad
extremadamente alta.

La invencion también proporciona derivados solubles &n agua e
hidroliticamente estables de los derivados de PEG y polimeros hidrofilos
relacionados que tienen uno o mas restos acetilzno o azida. Los derivados
poliméricos de PEG que contienen restos acetileno son altamente selectivos
para &l acoplamiento con restos azida que se  han introducido
selectivamente en proteinas en respuesta a un codén selector. De manera
similar, los derivados poliméricos de PEG que contienen restos azida son
altamente selectivos para el acoplamiento con restos acetileno que se han
introducido selectivamente =n proteinas en respuesta a un codon selector.

Mas especificamentz, los restos azida comprenden, pero no se
limitan a, alquil-azidas, aril-azidas y derivados de estas azidas. Los
derivados de las alquil y aril-azidas pueden incluir otros sustituyentes
siegmprs que se mantenga la reactividad especifica de acetileno. Los restos
acetileno comprenden alquil y aril-acetilenos y derivados de cada uno. Los
derivados de los aljuil y aril-acetilenos pueden incluir otros sustituyentes
siempre que se mantenga la reactividad especifica de azida.

La present= invencidn proporciona conjugados de sustancias que
tienen una amplia variedad de grupos funcionales, sustituyentes o restos,
con otras sustancias incluyendo, pero sin limitars2 a, hidrovialquilalmidén
(HAS); hidroxietilalmidén (HES); un marcador; un colorante; un polimero; un
polimero soluble &n agLua; un derivado de polietilenglicol; un agente de
fotorreticulacion; un radiontclide; un compuesto citotéxico; un farmaco; un
marcador de afinidad; un marcador de fotoafinidad; un compuesto reactivo;
una resina; una segunda proteina o polipéptido o analogo de polipéptido; un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo; un quelante de metales; un cofactor;
un acido graso; un hidrato de carbono; un polinucleétido; un ADN; un ARN;

un polinucledtido antisentido; un sacarido; un dendrimero soluble en agua;
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una ciclodextrina; un acido ribonucleico inhibidor, un biomaterial;, una
nanoparticula; un marcador de espin; un fluoréforo, un resto que contiene
metal; un resto radiactivo; un grupo funcional novedoso; un grupo que
intaracciona de forma covalente o no covalente con otras moléculas; un
resto fotoenjaulado; un resto excitable madiante radiacién actinica; un resto
fotoisomerizable; hiotina; un derivado de hiotina; un analogo de hiotina; un
resto que incorpara un atomo pesado; un grupo escindible quimicamente; un
grupo fotoescindible; una cadena lateral alargada; un azucar unido a
carbono; un agente activo rzdox; un aminoticacido; un resto téxico; un resto
marcado isotopicamente; una sonda biofisica; un grupo fosforascante; un
grupo quimioluminiscente; un grupo electrodenso; un grupo magnético; un
grupo de intercalacion; un croméforo; un agente de transferencia de energia;
un agente bioldégicamente activo; un marcador detectable; una molécula
pequefa; un punto cuantico; un nanotransmisor; un radionucleétido; un
radiotransmisor; un agentz de captura de neutrones; o cualquier
combinacién de los anteriores, o cualquier aotro compuesto o sustancia
desezable. La presente invencién también incluye conjugados de sustancias
que tienen restos azida o acetileno con los derivados poliméricos de PEG
qué tienan los restos asetileno o azida correspondientes. Por gjemplo, un
polimero de PEG que contizne un resto azida puede acoplarse a una
molécula biolégicamente activa &n un posicién en la proteina que contiene
un aminoacido no codificado genéticamente que lleva una funcionalidad
acatileno. La unién mediante la que se acoplan €l PEG y la molécula
biolégicamente activa incluye pero no se limita al producto de la cicloadicion
[3+2] de Huisgen. |

Esta bien establecido =n la técnica que puede usarse PEG para
modificar las superficies de biomateriales (véanse, por gjemplo, la patente
estadounidense 6.510.281: Mehvar, R., J. Pharmy Pharm Sci.,, 3(1): 125-136
(2000) que se incorporan como referencia al presente documento). La
invencién también inc|uyé biomateriales que comprenden una superficie que

tiene uno o mas sitios reactivos de azida o acetileno y uno o mas de los
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polimeros con contienen azida o acetileno de la invencién acoplados a la
superficie por medio de la unidn mediants cicloadicion [3+2] de Huisgen. Los
biomateriales y otras sustancias tambkién pueden acoplarse a los derivados
poliméricos activados por azida o acetileno a través de una union distinta a
la unidn azida o acetileno, tal como a través de una unién qua comprende un
resto acido carboxilico,‘ amina, alcohol o tiol, para dejar el resto azida o
acetileno disponible para postzriores reacciones.

La invencién incluye un método de sintesis de los polimeros que
contiznen azida y acetileno de la invencién. En el caso del derivado de PEG
que contiene azida, la azida puede unirse directameante a un atomo de
carbono dal polimero. Alternativamente, =l derivado de PEG que contiene
azida pusde prepararse mediante la union de un agente de unién que tiene
€l resto azida en un extremo terminal a un polimero activado convencional
de modo que el polimero resultante tiene =l resto azida en su extremo
terminal. En ¢l caso del derivado de PEG que contiene acetileno, el
acetileno puede unirse directaments a un atomo de carbono del polimero.
Alternativamentz, =l dérivado de PEG que contiene acetileno puede
prepararse mediantz la union de un agente de unidn que tiene el resto
acetileno 2n un extremo terminal a un polimero activado convencional de
modo que el polimero resultantz tien2 el resto acetileno en su extremo
terminal.

Mas especificamente, =n el caso del derivado de PEG que contiene
azida, un polimero soluble en agua que tiene al menas un resto hidroxilo
activo experimenta una reaccién para producir un polimero sustituido que
tiene un resto mas reactivo, tal como un grupo saliente mesilato, tresilato,
tosilato o halégeno, en el mismo. La preparacion y el uso de derivados de
PEG que contien=n sulfonilo, haluros de acido, atomos de halégeno y ofros
grupos salientes los conocen los expertos en la técnica. El polimero
sustituido resultants experimenta entonces una reaccidon para sustituir para
el resto mas reactive un resto azida en el extremo terminal del polimero.

Alternativamente, un polimero soluble =n agua que tiene al menos un resto
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nuclzofilo o elzctréfilo activo ewperimenta una reaccion con un agente de
unién que tiene una azida en un extremo terminal de modo que se forma un
enlace covalente entrz &l polimero de PEG y el agente de unién y el resto
azida se sitia en el extremo terminal del polimero. Restos nucledfilos y
electréfilos, incluyendo aminas, tinles, hidrazidas, hidrazinas, alcoholes,
carboxilatos, aldehidos, cetonas, tiogsteres y similares, los conocen los
expertos en la técnica.

Mas espacificamente, en el caso del derivado de PEG que contiene
acetileno, un polimero soluble 2n agua que tiene al menos un resto hidroxilo
activo experimenta una reaccién para dasplazar un halégeno u otro grupo
saliente activado de un pracursor que contiene un resto acetileno.
Alternativamente, un polimero soluble en agua que tiene al menos un resto
nuclzdfilo o electréfilo activo experimenta una reaccién con un agente de
unién que tiene un acetileno en un extremo terminal de modo que se forma
un enlace covalente entre el polimero de PEG vy el agente de unién y el resto
acetileno se situa en el éxtrem«:» terminal del polimero. El uso de restos de
halégeno, grupo saliente activado, restos nucledfilos y electréfilos en el
contexto de la sintesis Srgénica y la preparacion y 2l uso de derivados de
PEG esta bien estahlecido para los profesionales en la técnica.

La invencion también proporciona un método para la modificacion
selectiva de proteinas para afadir otras sustancias a la proteina modificada,
incluyendo, pero sin limitarse a, polimeros solubles en agua tales como PEG
y derivados de PEG que contienen un resto azida o acatileno. Los derivados
de PEG quev contienen azida y acetileno pueden usarse para modificar las
propizdades de superficies y moléculas en las que son importantes la
biocompatibilidad, estabilidad, solubilidad y falta de inmunogenicidad,
mientras que al mismo tiempo se proporcionan medios mas selectivos de
union de los derivados deé PEG a proteinas que se conocian previaments en
la técnica.

/. GCSF bovino
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Los polipéptidos bG-CSF de la invencién pueden usarse para mejorar
o prevenir infecciones en animales. Las actividades biolégicas asi coma los
ensayos para caracterizar las actividades hiolégicas de G-CSF bovino y
humano los conoce un experto en la técnica. Los ensayns que implican una
evaluaciéon del nimero de neutrédfilos y la funcién de los neutréfilos los

COnoce un experto en la técnica.

I1l. Métodos con acidos nuclzicos recomhbinantes generales para su uso con
la invencidn

En numerosas realizaciones de la presente invencién, se aislaran,
clonaran y a menudo alteraran acidos nucleicos que codifican para un
polipéeptido bG-CSF de& intzrés usando matodos recomhinantzs. Se usan
tales realizaciones, incluy=ndo, pero sin limitarse a, para la expresion de
proteinas o durante la generacién de variantes, derivados, casetes de
expresion, u otras secuencias derivadas de un polipéptido bG-CSF. En
algunas realizaciones, las secusncias que codifican para los polipéptidos de
la invencidon estadn operativamente unidas a un promotor hsterdlogo. El
aislamiento de hG-CSF vy la produccién de G-CSF en células huéspad se
describen en, por gjemplo, las patentes estadounidenses n.°® 4.810.A843;
4.999.291, 5.580.785; y 5.715.806, que se incorporan como referencia al
presente documento.

Una secuencia de nucledtidos que codifica para un polipéptido bG-
CSF que comprende un aminoacido no codificado de manera natural puads
sintetizarse basandose en la secuencia de aminoacidos del polipéptido
original, incluyendo, pero sin limitarse a, que tiene la secuencia de
aminoacidos mostrada =n la SEQ ID NO: 1, 2 y luego cambiando la

secuencia de nucledtidos de modo que se efectds la introduccion (es decir,

incorporacién o sustitucién) o sliminacidn (es decir, delecidén o sustitucién)

del/dz los residuo(s) de aminoacido relevante(s). La secuencia de
nucledtidos puede modificarse convenientementz mediante mutagénesis

dirigida al sitio segin métodos convencionales. Alternativaments, la
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secuencia de nucledtidos puede prepararse mediante sintesis quimica,
incluyendo, pero sin limitarse a, mediante el uso de un sintetizador de
oligonuclzétidos, en =l que s= disefian oligonucleétidos basandose en la
secuencia de aminoacidos del polipéptido deseado, y preferiblemente
seleccionando aquellos codones que estan favorzcidos en la célula huésped
en la que se producira el polipéptido recombinante. Por ejemplo, pusden
sintetizarse varios pequefios oligonucleétidos que codifican para partes del
polipéptido deseado y ensamblarse mediante reaccidon en cadena de
ligamiento o ligamiznto mediants PCRs. Véanse, por ejemplo, Barany, et al,
Proc. Natl. Acad. Sci. 88: 189-1693 (1991); la patente estadounidense
6.521.427 que se incorporan como referencia al presente documento.

Esta invencién utiliza técnicas rutinarias en el campo de la genética
recombinante. Tevtos basicos que dan a conocer los métodos generales de

uso

m

n esta invencidon incluyen Sambrook et al.,, Molecular Cloning, A
Laboratory Manual (32 ed. 2001); Kriegler, Gene Transfer and Expression: A
Laboratory Manual (19%0); y Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel
et al., eds., 1994)).

Los textos generales que describen técnicas de biologia molecular
incluyen Berger y Kimmel, Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods
in Enzymology volumen 152 Academic Press, Inc., San Diego, CA (Berger),
Sambrook et al., Molecular Cloning — A Laboratory Manual (2 Ed)., Vol. 1-3,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989
(“Sambrook”) y Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel af al.,
eds., Current Protocols, una edicidn conjunta entre Greene Publishing
Associates, Inc. y John Wiley & Sons, Inc., (complementada en 1999)
(“Ausubel”)). Estos textos describen mutagénesis, el uso de vectores,
promotores y muchos otros temas ralevantes relacionados con, incluyando,
pero sin limitarse a, la generacién de genes o polinucledtidos que incluyen
codones selectores péra la produccién de proteinas que incluyen
aminoacidos no naturales, ARNt ortogonales, sintetasas ortogonales, y

pares de los mismos.
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Se usan diversos tipos de mutagénesis en la invencién para una
variadad de fines, incluyendo, pero sin limitarse a, producir sintetasas o
ARNt novedosos, mutar moléculas de ARNt, mutar polinucleétidos que
codifican para sintetasas, producir hibliotecas de ARNt, producir bibliotecas
de sintetasas, producir codones selectores, insertar codones selectores que
codifican para aminoacidos no naturales en una proteina o un polipeptido de
interés. Incluyen, pero no se limitan a, mutagénesis dirigida al sitio, puntual
al azar, recombinacién homéloga, intercambio de ADN u otros métodos de
mutagénesis recursivos, construccion quimérica, mutagénesis usando
moldes que contienen uracilo, mutagénesis dirigida por oligonucledtidos,
mutagénesis de ADN muodificado por fosforotioato, mutagénesis usando
ADN duplex discontinuo o similares, mutagénesis mediada por PCT, o
cualquier comhinacion de los mismos. Los métodos adecuados adicionales
incluyen reparacién de un apareamiento erréneo puntual, mutagénesis
usando cepas huésped deficientes en la reparacion, restriccion-seleccion y
restriccion-purificacion, mutagénesis de delecién, mutagénesis mediante
sintesis génica total, reparacion de rotura de doble cadzna, y similares.
También estan incluidas las mutagénesis, incluyendo, pero sin limitarse a,
que implican constructos quiméricoi en la presente invencién. En una
realizacién, la mutagénesis pueds estar guiada por informacion conocida de
la molécula que se produce de manera natural o la molécula qua se produce
de manera natural alterada o mutada, incluyendo, pero sin limitarse a,
secuencia, comparaciones de secuencias, propiedades fisicas, estructura
secundaria, terciaria o cuaternaria, =structura cristalina o similares.

Los textos y ejemplos que se encuentran en el presente documento
describen estos proczdimizntos. Se encuentra informacién adicional en las
siguientes publicaciones y referencias citadas =n las mismas: Ling &t al.,
Approaches to DNA mutagenesis: an overview, Anal Biochem. 254(2): 157-
178 (1997); Dale <t al., Oligonucletide-directed random mutagenesis using
the phosphorothicatz method, Methods Mol Biol, 57:369-374 (1996), Smith,
In vitro mutagenesis, Ann. Rev. Genet. 19:423-462 (1985); Botstein &
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Shortlc, Strategies and applications of in vitro mutagenesis, Science 229:
1193-1201 (19858); Carter, Site-directed Mutagenesis, Biochem J. 237:1-7
(1986); Kimkel, The efficiency of oligonucleotide directed mutagenesis, en
Nuclzic Acis & Molecular Biology (Eckstein, F. y Lillzy, D.MJ. eds., Springer
Verlag, Berlin) (1937); Kunkzl, Rapid and efficient site-spacific mutagenesis
without phenotypic selection, Proc. Natl. Acad. Sd. USA 82:488-492 (1985);
Kunkel et al, Rapid and efficient site-specific mutagenesis without
phenotypic selection, Mathods in Enzymol. 154, 367-382 (1987), Bass =t al.,
Mutant Trp repressors with new DNA-binding specificities, Science 242:240-
245 (1928); Zoller & Smith, Cligonucleotide-directed mutagenesis using MIS-
derived vectors: an efficient and general procedure for the production of point
mutations in any DNA fragment, Nucleic Acids Res, 10:6487-6500 (1682),
Zoller & Smith, Oligonuclectide-directed mutagenasis of DNA fragments
cloned into Ml 3 vectoré, Methods in Enzymol. 100:468-500 (1983); Zoller &
Smith, Oligonucleotide-directed mutagenesis: a simple me&thod using two
oligonucleotide primars. and a single-stranded DNA template, Methods in
Enzymol. 154:326-350 (1937); Tailor 2t al., The use of phosphorothioate-
modified DNA in restriction enzyme reactions to prapare nicked DNA, Nucl.
Acids Res. 13: 8749-8764 (1985); Tailor &t al, The rapid generation of
oligonucleotide-directed mutations at high frequency using phosphorothioate-
modified DNA, Nucl. Acids Res. 13: 8765-8785 (1985); Nakamaye &
Eckstein, Inhibition of restriction endonuclease Nci | cleavage by
phosphorothioate groups and its application to oligonucleotide-directed
mutagenesis, Nucl. Acids Res. 14 9379-0595 (1980); Sayers &t al., 5-3'
Exonucleases in phosphorothioate-based oligonuclectide-directed
mutagenesis, Nucl, Acids Res. 16:791-802 (1988); Sayers «t al., Strand
specific cleavage of phosphorothioate-containing DNA by reaction with
restriction endonucleases in the presence of ethidium bromide, (1988) Nucl.
Acids Res. 16: 803-814; Kramer ef al., The gapped duplex DNA approach to
oligonucleotide-directed mutation construction, Nucl. Acids Res. 12: 9441-

94586 (1984); Kramer & Fritz Qligonucleotide-directad construction  of
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mutations via gapped duplex DNA, Methods in Enzymol. 154:350-367
(1987); Kramer et al., Improved enzymatic in vitro reactions in the gapped
duplex DNA approach to oligonucleotide-directed construction of mutations,
Nucl. Acids Res. 16: 7207 (1988), Fritz &t al, Qligonuclzotide-directed
construction of mutations: a gapped duplex DNA procedure without
enzymatic reactions in vitro, Nucl, Acids Res. 15 8987-8499 (1988); Kramer
et al, Different base/base mismatches are correctzd with different
efficiencies by the methyl-directed DNA mismatch-repair system of E. coli,
Cell 38:879-887 (1984); Cartel &t al., Improved oligonucleotide site-dirested
mutagenesis using Ml 3 vectors, Nucl. Acids Res. 13 : 4431-4443 (1985);
Carter, Improved oligonuclectide-directed mutagenesis using M13 vactors,
Methods in Enzymol. 154; 382-402 (1987), Eghtedarzadeh & Henikoff, Use
of oligonucleotides to generate large deletions, Nucl. Acids Res. 14: 5115
(1928); Wells et al., Importance of hydrogen-bond formation in stabilizing the
transition state of subtilisin, Phil. Trans. R. Soc. Lond. A 317: 415-423
(198€); Nambiar et al., Total synthesis and cloning of a gene coding for the
ribonuclease 3 protein, Science 222; 1209-1301 (1084); Sakmar y Khorana,
Total synthesis and expression of a gene for the alpha-suhunit of bovine rod
outer segment guanine nucleotide-binding protein (transducin), Nucl. Acids
Res. 14: A331-3372 (1988); Wells et al., Cassette mutagenesis: an efficient
method for generation of multiple mutations in defined sites, Gena 34:315-
223 (1985);, Grundstrom et al., Oligonucleotide-directed mutagenesis by
microscale ‘shot-gun’ gene synthesis, Nucl. Acids Res. 13: 3305-3316
(1985); Mandecki, Oligonucleotide-directed double-strand break repair in
plasmids of Escherichia coli. a method for site-specific mutagenasis, Procs,
Natl. Acad, Sci. USA, 83:7177-7181 (1986); Arnold, Protein engineering for
unusual environments, Current Opinion in Biotechnology 4:450-455 (1993),
Sieber, st al., Nature Biotechnology, 19:456-430 (2001); W. P, C. Stemmer,
Nature 370, 289-91 (1994); v, I. A. Lorimer, I. Pastan, Nucleic Acis Res. 23,
3037-3 (1995). Pueden encontrarse detalles adicionales de muchos de los

métodos anteriores en Methods in Enzymology Volumen 154, que también

Yian



10

20

100

describe controles utiles para resolver [os problemas de diversos métodos
de mutagénesis.

Los oligonucledtidos, por gjemplo, para su use &n mutagénesis de la
presente invencion, pdr gjemplo, que mutan bibliotecas de sintetasas, o
alteran ARNt, normalmente se sintetizan quimicamente seguin &l método de
trigster de fosforamidita en fase sélida descrito por Beaucage y Caruthers,
Tetrahedron Letts. 22(20): 1859-1862, (1981) por ejemplo, usando un
sintetizador automatico, seqgun se describe en Needham-VanDevanter &t al.,
Nucleic Acis Res., 12:6159-6168 (1984).

La invencidn también se refiere a células huésped =ucariotas, celulas
huésped no eucariotas, y organismos para la incorporacion in viver de un
aminodcido nc natural por medio de pares de ARNt/RS ortogonales. Las
células huésped se modifican mediant= ingenieria genética (incluyendo,
pero sin limitarse a, transformar, transducir o transfectar) con los
polinucledtidos de la invencién o constructos que incluyen un polinucleétido
de la invencidn, incluyendo, pero sin limitarse a, un vector de la invencién,
que puede ser, por ejemplo, un vector de clonacién o un vector de
expresién. Por gjempilo, las regiones codificantes para el ARNt ortogonal, la
ARNt sintestasa ortogonal, y la protzina que va a derivatizarse estan
operativamente unidas a elementos de control de la expresion génica que
son funcionales en la célula huésped deseada. El vector puede estar, por
gjemplo, en forma de un plasmido, un césmido, un fago, una bacteria, un
virus, un polinucleétido desnudo o un polinuclaétido conjugado. Los vectores
se introducen en células y/o microorganismos mediante métodos habituales
incluyendo electroporacion (Fromm et al., Proc, Natl. Acad. Sci. USA 82,
5824 (1985)), infeccidon mediante vectores virales, penetracidn balistica de
alta velocidad mediante pequefas particulas con &l acido nucleico o hien
dentro de la matriz de pequeias perlas o particulas, o bien &n la superficie
(Klegin ef al., Nature 327, T0-73 (1987)), ylo similares. Las técnicas
adecuadas para la transferencia del acido nucleico a céiulas in vitro incluyen
el uso de liposomas, microinyeccion, fusién celular, DEAE-dextrano, el
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método de precipitacidon con fosfato de calcio, etc. Las técnicas de
transferencia génica in vivo incluyen, peroe no se limitan a, transfeccién con
vectores virales (normalmente retrovirales) y transfeccién mediada por
liposoma-proteina de la envuelta viral [Dzau et al , Trends in Biotechnology
11: 205-210 (1992)]. En algunas situaciones puede ser deseable dotar la
fuente de acido nucleico de un agente que selecciona coma diana las
células diana, tal comn un anticuarpo especifico para una proteina de
membrana de superficie ceslular o la célula diana, un ligando para un
receptor &n la célula diana, etc. Cuando se emplean liposomas, pueden
usarse proteinas que se unen a una proteina de membrana dz superficie
celular asociada con endocitosis para seleccionar como diana y/o para
facilitar la captacion, por gjemplo, d= proteinas de la capside o fragmentos
de las mismas tipicos para un tipo celular particular, anticuerpos para
proteinas que experimentan internalizacidn en ciclos, proteinas que dirigen
la localizacidn intracelulér y potencian la salud-vida intracelular

Las células huésped modificadas mediante ingenieria genética
pueden cultivarse en medios de nutrientes convencionales modificados
segun se2a adecuado para actividades tales como, por ejemplo, etapas de
examen, activacion de promotores o seleccion de transformantes. Estas
células pueden cultivarse opcionalmente en organismos transgénicos. Otras
referencias Utiles, incluyendo, pero sin limitarse a, para aislamiento y cultivo
celular (por ejemplo, para posterior aislamiento de acidos nuclzicos) incluyen
Freshney (1994) Cultuic of Animal Cells, a Manual of Basic Technique,
tercera edicion, Wiley-Liss, Nueva York y las referencias citadas en ese
documento, Payne et al (1992) Plant Cell and Tissue Culture in Liquid
Systzms John Wiley & Sons, Inc. Nueva York, NY, Gamborg y Phillips (eds )
(1995) Plant Cell, Tissue and Organ Culture, Fundamental Methods Springer
Lab Manual, Springer-Verlag (Beilm Heidelbery New York) y Atlas y Paiks
(eds). The Handbook of Miciobiological Media (1993) CRC Press, Boca
Raton, FL.
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Estan disponibles varios métodos bien conocidos de introduccidn de
acidos nucleicos diana &n células, cualquiera de los cuales puede usarse en
la invencion. Estos incluyen fusién de las células del receptor con
protoplastos bacterianos que contienen el ADN, electroporacion, boembardeo
con proyectiles & infecsion con vectores virales (tratados adicionalmente, a
continuacién), etc. Pueden usarse células bacterianas para amplificar el
nuamero de plasmidos que contienen constructos de ADN de esta invencion.
Se hacen crecer las bacterias hasta fase logaritmica y pueden aislarse los
plasmidos dentro de las bacterias mediantz una variedad de métodos
conocidos &n 1a ticnica (véase, por ejemplo, Sambrook). Ademas, estan
disponibles comercialments kits para la purificaciéon de plasmidos a partir de
hacterias, (véanse, por ejemplo, EasyPrap™, FlexiPrep™, ambos de
Pharmacia Biotech; StrataClean™ de Stratagensz, y, QlAprep™ de Qiagen).
Los plasmidos aislados y purificados se manipulan adicionalmente para
producir otros plasmidos, se usan para transfectar células o se incorporan
en vectores relacionados para infectar organismos. Los vectores tipicos
contienen terminadores de la transcripeién y la traduccién, secuencias de
iniciacién de la transcripcién y la traduccion, y promotores Utiles para
regulacion de la expresidn dzl acido nucleico diana particular. Los vectores
comprenden opcionalme‘nte casetes de expresion genéricos que contienan
al menos una secuencia de terminacion independiente, secuencias que
permiten la replicacion del casete en eucariotas, o procariotas, o amkos,
(incluyendo, pero sin limitarse a, vectores lanzadera) y marcadores de
seleccidn para sistemas tanto procariotas como eucariotas. Los vectores son
adecuados para la replicacion e integracién en procariotas, eucariotas, o
ambos. Véanse, Gillam & Smith, Gene 8:81 (1679); Roberts, &t a/, Nature,
328:731 (1987), Schneider, E., af al, Protein Expr. Purif. 6(1): 10-14 (1995);
Ausubel Sambrook, Berger (todos citados anteriormente). Se proporciona
un catalogo de bacterias y bacteridfagos Utiles para la clonacién, por
gjemplo, por la ATCC, por gjemplo, The ATCC Catalogue of Bacteria and
Bactariophage (1992) Gherna et al. (eds) publicado por la ATCC. También
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se encuentran procedimientos basicos adicionales para la secuenciacion,
clonacién y otros aspectos de la biologia molecular y consideraciones
tedricas subyacentes en Watson &f al (1992) Recombinant DNA segunda
edicion Scientific American Books, NY. Ademas, esencialmente cualquisr
acido nuclzico (y practicamente cualquier acido nucleico marsado, ya sea
convensional o na convencional) puede encargarse de manera convenaional
0 personalizada a cualquiera de una variedad de fuentes comerciales, tales
como Midland Certified Reagent Company (Midland, TX disponible en la
World Wide Web en merc.com), The Great American Gene Company
(Ramona, CA disponible en la World Wide Web en genco.com), ExpressGen
Inc. '(Chicago, IL disponikle en la World Wide Web en expressgen.com),
Operon Technologies In:. (Alameda, CA) y muchas otras.

CODONES SELECTORES

Los codones selectores de la invencién expanden =l armazén de
codones genético dz |a h1aquinaria de biosintesis de proteinas. Por gjemplo,
un codén selector incluye, pero no se limita a, un coddn de tres hases unico,
un codan sin sentido, tal como un codén de terminacién, incluyendo, pero
sin limitarse a, un cadén ambar (UAG), un codon ocre, o un coddén épalo
(UGA), un codén no natural, un coddn de cuatro bases o mas, un codon
raro, o similares. Resulta facilmente evidente para los expertos en la técnica
que éviste un amplio intervalo en el nimero de sodones selectores que
pueden introducirse en un gen o polinucleétido deseado, incluyendo, pero
sin limitarse a, uno o mas, dos o mas, tres o mas, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas
en un polinucledtido individual que codifica para al menos una parte del
polipéptido bG-CSF.

En una realizacién, los métodos implican 2l uso de un codén selector
que es un coddn de terminacion para la incorporacién d: uno o mas
aminoacidos no naturales in vivo. Por ejemplo, se produce un O-ARNt que
reconoce el coddn de terminacion, incluyendo, pero sin limitarse a, UAG, y
s& aminoacila mediante una ORS con un aminoacido no natural deseado.
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Este O-ARNt no lo reconocen las aminoacil-ARNt sintetasas del huésped
Aque s@ producen de ménera natural. Puede usarse mutagénesis dirigida al
sitio convencional para introducir &l codén de terminacién, incluyzndo, pero
sin limitarse a, TAG, en el sitio de interés en un polipéptide de interés.
Véase, por gjemplo, Sayers, JR., of al. (1988), 5-2' Exonuclzases in
phospharothicate-based cligonuclzotide-directed mutagenesis. Nucleic Acis
Res, 16:791-802. Cuando la O-R3, el O-ARNt y el acido nuclsico que
codifica para el polipéptido de interés se combinan in viva, el amincacido no
natural se incorpora en respuesta al codén UAG para dar un polipéptido que
contiene el aminoacide no natural en la posicién especificada.

La incorporacidon de amincdcidos no naturales in \ivo pusde
realizarse sin una perturbacién significativa de la célula huésped eucariota.
Por zjemplo, dado que la =ficacia de supresién para el codén UAG depende
de la compatencia entre 2l O-ARNt, incluyendo, pero sin limitarse a, el ARNt
supresor ambar, y un factor de liberacién eusariota (incluyendo, pero sin
limitarse a, eRF) (que se une a un coddn de terminacién ¢ inicia la liberacion
del péptido en cresimiento del ribosoma), la eficacia de supresion puede
modularse mediante, incluyendo, pero sin limitarse a, ¢l aumento del nivel
de expresion de O-ARNt y/o el ARNt supresor.

Los aminoacidos no naturales también pueden codificarse con
codones raros. Por ejemplo, cuando se reduce la concentracién de arginina
en una reaccion de sintesis de proteinas in vitro, el codén de arginina raro,
AGG, ha demostrado ser eficaz para la insercion de Ala mediante un ARNt
sintético acilado con alanina. Véase, por ejemplo, Ma of al., Biochemistry.
32:7929 (1993). En aste caso, el ARNt sintético compite con la Arg de ARNt
que s= produce dz manera natural, que existe como una espeacie minoritaria
en Escherichia coli. Algunos organismos no usan todos los codones triplete.
Se ha utilizado un codén AGA no asignado en Misrococous lutsus para la
insercidn de aminoacidos en un extracto de transcripcién/traduccion in vitro.
Véase, por ejemplo, Kowal y Oliver, Nucl. Acid. Res., 254685 (1937).
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Pueden genzrarse componentes de la presente invencién para usar estos
codones raros in vivo.

Los codones szlzctoras también comprenden codones extendidos,
incluyendo, pero sin limitarse a, codones de cuatro basas o mas, tales como,
codones de cuatro, cinco, seis 0 mas bhases. Los gjemplos de codones de
cuatro bases incluyen, pero no se limitan a, AGGA, CUAG, UAGA, CCCU y
similares. Los ejemplos de codones de cinco hases incluyen, pero no se
limitan a, AGGAC, CCCCU, CCCUC, CUAGA, CUACU, UAGGC y similares.
Una caracteristica de la invencién incluye usar codones extendidos basados
en la supresién del desplazamiento del marco de lectura. Codones de cuatro
bases o mas pueden insertar, incluysndo, pero sin limitarse a, uno o
multiples aminoacidos no naturales en la misma proteina. Por gjemplo, en
presencia de O-ARNt mutados, incluyendo, pero sin limitarse a, un ARNt
supresor del desplazamiento del marco de lectura aspecial, con bucles
anticodén, por ejempla, con buclas anticodén de al menos 8-10 nt, el codén
de cuatro bases 0 més se lez como aminoacido individual. En ofras
realizaciones, los bucles anticodén pueden decodificar, incluyendo, pero sin
limitarse a, al menos un codén de cuatro bases, al menos un codén de cinco
bases, o al menos un codén de seis bases o mas. Puesto que existen 256
codones de cuatro bases posibles, puzden codificarse  multiples
aminoacidos no naturales en la misma célula usando un codén de cuatro
bases 0 mas. Véase, Anderson ef al., (2002) Evploring the Limits of Codon
and Anticodon Size, Chemistry and Biclogy, ©:237-244; Magliery, (2001)
Expanding the Genetic Code: Selection of Efficiant Suppressors of Four-
base Codons and Identification of “Shifty” Four-base Codons with a Library
Approach in Escherichia coli, J. Mol. Biol. 307: 755-769.

Por ejemplo, se han usado codonzs de cuatro bases para incorporar
aminoacidos no naturales en proteinas usando métodos biosintéticos in
vitra. Véanse, por gjemplo, Ma et al, (1693) Biochemistry, 32:7939: y
Hohsaka ef al, (1999) J. Am. Chem. Scc, 121:34. CGGG y AGGU se usaron
para incorporar simultaneamente 2-naftilalanina y un derivado de NBD de
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lisina en estreptavidina ('n vitroo con dos ARNt supresores del desplazamiznto
del marco de lectura acilados quimicamente. Véase, por ejemplo, Hohsaka
et al, (1999) J. Am. Chem. Soc, 121 :12194. En un estudio in vivo, Moore et
al. svaminaron la capacidad de derivados de ARNtLsu con anticodones
NCUA para suprimir codones UAGN (N puede ser U, A, GoQ),vy
encontraron que el cuadruplete UAGA puede decodificarse mediante un
ARNtLeu con un anticodén UCUA con una eficacia del 13 al 26% con poca
decodificacion &n &l marco 0 4 -1. Véase, Moore of al, (2000) J, Mol. Biol.,
298: 195. En una realizacidn, pusden usarse codones extendidos basados
en codones raros o codones sin sentido =n la presente invencion, que
puzden reducir la lectura en sentido =rén=o y la supresién del
desplazamiento del marco de lectura en otros sitios no deseados.

Para un sistema dado, un codén selector también puede incluir uno
de los codones de tres bases naturales, en los que el sistema enddgeno no
usa (o usa rara vez) el codén de bases natural. Por ejemplo, esto incluye un
sistema que carece de un ARNt que reconoce el codén de tres bases
natural, y/o un sistema en el que el codon de tres bases es un codén raro.

Los codones selectores incluyen opcionalments pares de bases no
naturales. Estos pares de bas=s no naturales éxpanden adicionalmente el
alfabeto genético existent2. Un par de bases extra aumenta el numero de
codones triplete de A4 a 125. Las propiedades de los terceros pares de
bases incluyen apareamiento de bases estable y selectivo, incorporacién
enzimatica eficaz en ADF\I con alta fidelidad mediante una polimerasa, vy la
extensién por cebadores continuada eficaz tras la sintesis del par de bases
no natural naciente. Las descripciones de pares de bases no naturales que
pueden adaptarse para los métados y las composiciones incluyen, por
&jemplo, Hirao, &t al., (2002) An unnatural base pair for incorporating amino
acid analogues into protein, Nature Bictechnology. 20: 177-182. Véase,
también, Wu, Y., ef al, (2002) L Am. Chem. Soc. 124:14R26-14630. A
continuacién se indican otras publicacionss relevantes.
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- Para la utilizacién in vivo, el nucleésido no natural es permeahle en
membrana y se fosforila para formar el trifosfato correspondientz. Ademas,
la informacién genética aumentada es estable y no se destruye por enzimas
celulares. Los esfuerzos previos de Benner y otros se aprovechaban de
patrones de puentes de hidrégeno que son diferentes de los que se
encuentran en pares de Watson-Crick canoénicas, cuyo ejemplo mas notable
es el par iso-C:iso-G. Véanse, por ejemplo, Switzer ¢t al, (1989) J. Am.
Chem. Soc. 1 11:8222; y Piccirilli & al., (1990) Nature, 342:32; Kool, (2000)
Curr. Opin, Chem. Biol., 4:802. Estas bases en general se aparean
erréneamente en cierto grado con bases naturales y no pueden replicarse
enzimaticamente. Kool y colaboradores demostraron que las interacciones
de empaquetamiento hidréfobas entre bases pueden sustituir los puentes de
hidrégeno para impulsar la formacién del par de bases. Véase, Kool, (2000)
Curr. Opin. Chem. Biol., 4:602; y Guckian y Kool, (1 998) Angew. Chem. Int.
Ed. Engl., 38, 2825. En un esfuerzo por desarrollar un par de bases no
natural que satisficiera todos los requisitos anteriores, Schultz, Romesberg y
colaboradores han sintetizado sistematicamente y estudiado una seriz de
bases hidréfobas no naturales. Se encuentra qus un autopar PICS:PICS es
mas estable que los pares de bases naturales, Y puede incorporarse
eficazmente en ADN mediante &l fragmento de Klenow de ADN polimerasa |
de Escherichia coli (KF). Véanse, por gjemplo, McMinn et al., (1999) J. Am.
Chem. Soc, 121:11585-6: vy Ogawa et al, (2000) J. Am. Chem. Soc,
122:3274. Puede sintetizarse un auto par 3MN:3MN mediante KF con
eficacia y selectividad suficientes para la funcion biolégica. Véase, por
ejemplo, Ogawa ef 4/, (2000) J. Am. Chem. Soc, 122:8803. Sin &mbargo,
ambas bases actlian como un terminador de cadena para la replicacion
adicional. Recientemente se ha desarrollado una ADN polimerasa mutante
que puede usarse para replicar el autopar de PICS. Ademas, puede
replicarse un autopar de TAl. Véase, por ejemplo, Tae ef al., (2001) J. Am.
Chem. Soc, 123:7439. Tarhbién se ha desarrollado un par de metalobases

novedoso, Dipic:Py, que forma un par estable con la unién de Cu(ll). Véase,
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Meggers ef al., (2000) J. Am. Chem, Soc, 122:10714. Dado que los codones
extendidos y los codones no naturales son intrinsecamente ortogonales a
los codones naturales, los métodos de la invencion pugden aprovecharse de
esta propiedad para generar ARNt ortogonales para los mismos.

También puede usarse un sistema para sortear la traduccion para
incorporar un aminoacido no natural en un polipéptido deseado. En un
sistema para sortear la traduccion, se incorpora una secuencia grande en un
gen pero no se traduce en proteina. La secuencia contiene una estructura
que sirve como impulso para inducir que el ribosoma se salte la secuencia y
reanude la traduccion en sentido corriente abajo de la insercién.

En determinadas realizaciones, la proteina o el polipéptido d= interés
(o parte de los mismos) en los métodos y/o las composiciones de la
invencion se codifica por un acido nucleico. Normalmente, el acido nucleico
comprende al menos un‘codén selector, al menos dos codones selectores,
al menos tres codones selectores, al menos cuatro codones ‘selectores, al
menos cinco codones selectores, al menos seis codones selectores, al
menos siete codones selectores, al menos ocho codones selectores, al
Menos nueve codones selectores, diez 0 mas codones selectores.

Los genes que codifican para proteinas o polipéptidos de interés
pueden mutagenizarse usando métodos conocidos por un experto en la
tecnica y descritos en el presente documento para incluir, por ejemplo, uno o
mas codones selectores para la incorporacién de un aminoécido no natural.
Por ejemplo, un 4cido nuclzico para una proteina de interés se mutageniza
para que incluya uno o mas codones selectores, proporcionando Ia
incorporacion de uno o mas aminoacidos no naturales. La invencién incluye
cualjuier variante de este tipo, incluyendo, pero sin limitarse a, mutantes,
versiones de cualquier proteina, por gjemplo, que incluyen al menos un
aminoacido no natural. De manera similar, la invencion también incluye los
acidos nucleicos correspondientes, es decir, cualquier acido nucleico con
uno o mas codones selectores que codifica para uno o mas aminoacidos no
naturales.
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Las moléculas de acido nucleico que codifican para una proteina de
interés tal como un pdlipéptido bG-CSF pueden mutarse faciimente para
intfroducir una cisteina =n cualquier posicidon deseada del polipéptido. La
cisteina se usa ampliamente para introducir moléculas reactivas, polimeros
solubles en agua, proteinas, o una amplia variedad de otras moléculas, en
una proteina de interés. Los métodas adecuados para la incorporacion de
cisteina &én una posicidn dessada de un polipéptido los conocen los expertos
en la técnica, tales como los descritos en la patente estadounidense n.°
6.608.183, que se incbrpora como referencia al presente documento, y
técnicas de mutagénszsis convencionales.

IV. Amincacidos no codificades d& manera natural

Una muy amplia variedad de aminoacidos no codificados de manera
natural son adecuados para su uso &n la presente invencién. Cualquier
nimero de aminoacidos no codificados de manera natural pueden
introducirse en un polipéptido hG-CSF. En general, los aminoacidos no
codificados d= manera natural introducidos son sustancialmente inertes
quimicamente frente a los 20 aminoacidos comunes, codificados
genéticamente (es decir, alanina, arginina, asparagina, acido aspartico,
cisteina, glutamina, acido glutamico, glicina, histidina, isoleucina, leucina,
lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina y
valina). En algunas realizaciones, los aminoacidos no codificados de manera
hatural incluyen grupos funcionales de cadena lateral que reaccionan eficaz
y selactivamentz con grupos funcionales que no se encuentran &n los 20
aminoacidos comunes (incluyendo, p=aro sin limitarse a, grupos azido,
cetona, aldehido y aminooxilo) para formar conjugadcs estables. Par
ejemplo, un polipéptido hG-CSF que incluye un aminoéacido no codificado de
manera natural que contiene un grupo funcional azido puede hacerse
reaccionar con un polimero  (incluyendo, pero sin limitarse a,
poli(etilenglicol)) o, alternativaments, un segunde polipéptido que contiene

un resto de alquino para formar un conjugado estable que resulta para la
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reaccion selactiva de los grupos funcionales azida y alguino para formar un
producto de cicloadicion [3+2] de Huisgen.

La estructura genérica de un alfa-aminoacido s2 ilustra de la siguiente
manera (formula 1) -

I

Un aminoacido ho codificado de manera natural es normalmente
cualquier estructura que tiene la formula indicada anteriormente en la que el
grupo R es cualquier sustituyznte distinto de uno usado en los veinte
aminoacidos naturales, y pusd2 ser adecuado para su uso en la presente
invencion. Dado que los aminoacidos no codificados de manera natural de la
invencién normalmente difieren de los aminoacidos naturales sélo en la
estructura de la cadena lateral, los aminoacidos no codificados de manera
natural forman enlaces amida con otros aminoacidos, incluy=ndo, pero sin
limitarse a, codificados de manera natural o no codificados de manera
natural, de la misma manera en que se forman &n polipéptidos que se
producen de manera natural. Sin embargo, los aminoacidos no codificados
de manera natural tieneﬁ grupos d= cadena lateral que los distinguen de los
aminoacidos naturalss. Por gjemplo, R opcionalmente comprende un grupo
alquilo, arilo, acilo, ceto,‘ azido, hidroxilo, hidrazina, ciano, halo, hidrazida,
alquenila, alquinilo, é&ter, tiol, seleno, sulfonilo, borato, boronato, fosfo,
fosfono, fosfina, heterociclico, enona, imina, aldehido, éster, tioacido,
hidroxilamina, amino, o similares o cualquier combinacién de los mismos.
Otros aminoacidos que ne se producen de manera natural de interés que
puzden ser adecuados para su uso en la presente invencién incluyan, pero
no se limitan a, aminoacidos que comprenden un agente de reticulacion
fotoactivablz, aminoacidos con marcador de espin, aminoacidos

fluorescentes, aminoacidos que se unen a metales, aminoacidos que
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conticnen metales, aminodcidos radiactivos, aminoacidos con grupos
funcionales novedosos, aminoacidos que interaccionan de forma covalente o©
no covalente con ofras moléculas, aminoacidos fotoenjaulados y/o
fotoisomerizables, aminoéacidos que comprenden biotina o un analogo de
biotina, aminodcidos glicosilados tales como una serina sustituida con
aziicar, ofros aminoacidos maodificados con hidratos de carbeno,
aminoacidos que contienen ceto, aminoacidos que comprenden
palietilznglicol o polidter, aminoacidos sustituidos con atomos pesados,
aminoacidos escindibles quimicamente y/o fotoescindibles, aminoacidos con
una cadena lateral alargacla en comparacién con los aminoacidos naturales,
incluyendo, pero sin limitarse a, poliéteres o hidrocarburos de cadena larga,
incluyendo, pero sin limitarss a, mas de aproximadamentz 5 o mas de
aproximadamente 10 cafbonos, aminoacidos que contienen azucar unides a
carbono, aminoacidos activas radox, amincacidos que contizne
aminotioacido, y aminnacidos que comprenden uno o0 mas restos tdxicos.
Los amincacidos no sodificados de manera natural a modo de
gjemplo que pueden ser adecuados para su uso =n la presente invencién y
que son Utiles para reacciones con polimeros solubles =n agua incluyen,
pera no se limitan a, aquellos con grupos reactivos carbonilo, aminooxilo,
hidrazina, hidrazida, semicarbazida, azida y alquino. En algunas
realizaciones, los aminoacidos no codificados de manera natural
comprenden un resto de sacarido. Los ejemplos de tales aminoacidos
incluyen N-acetil-L-glucosaminil-L-serina, N-acetil-L-galactosaminil-L-serina,
N-acetil-L-glucosaminil-L-treonina, N-acetil-L-glucosaminil-L-asparagina y O-
manosaminil-L-sarina. Los sjemplos de tales aminoacides también incluyan
gjemplos en los que la unidn a N u O que se produce de manera natural
entre el aminoacido y el sacarido se reemplaza por una unién covalents que
no se encuentra comunmente en la naturaleza, incluyendo, pero sin limitarse
a, un alqueno, una oxima, un tioéter, una amida y similares. Los ejemplos de

tales aminoacidos también incluyen sacaridos que no s= encuentran
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cominmente en proteinés que se producen de manera natural tales como 2-
desovi-glucosa, 2-desovigalactosa y similares.

Muchos de los amincacidos no codificados de manera natural
proporcionados en &l presente  documento  estan  disponibles
comercialmente, por gjemplo, de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.),
Novabiochem (una divisién de EMD Biosciences, Darmstadt, Alemania), o
Peptech (Burlington, MA, EE.UU.). Los que no estan disponibles
comercialmente se sintetizan opcionalmente tal como se proporciona en el
prasente documento o usando métodos hahituales conocidos por los
expertos en la técnica. Para las técnicas d= sintesis organica, véanse, por
gjamplo, Organic Chemistry de Fessendon y Fessendon, (1982, segunda
edicion, Willard Grant Prass, Boston Mass); Advanced Organic Chemistry de
March (terczra edicion, 1935, Wiley and Sons, Nueva York); y Advanced
Organic Chemistry de Carey y Sundberg (tercera edicion, Partes A y B,
1990, Plenum Press, Nuzva York). Véanse, también, las patentes
sstadounidenses n.% 7.045.337 y 7.083.6970, que sz incorporan como
referencia al presente documento. Ademas de los aminoacidos no naturales
qua contiznen cadenas laterales novedosas, los aminoacidos no naturales
que pueden ser adecuados para su uso en la presente invencion también
comprendan opcionalments estructuras principales modificadas, incluyendo,
pero sin limitarse a, seglin s= ilustra mediante las estructuras de férmula Il y
Il

I

A
I

HaN ><c oH

140
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&n las que Z comprends normalmente OH, NH,, SH, NH-R’, 0 S-R’; X
e Y, qua pueden ser iguales o diferentzs, normalmente comprenden Su Q, y
R y R, que son opcicnalmentz iguales o diferzntes, se seleccionan
normalments de la misma lista de constituyentes para el grupo R descrito
anteriormante para los aminoacidos no naturales que tienen férmula | asi
coma hidrogeno. Por gjemplo, los aminoacidos no naturales de la invencion
comprenden opcionalments sustituciones en el grupo amino o carboxilo
segun se ilustra mediante las férmulas Il y IIl. Los aminoacidos no naturales
de este tipo incluyen, pero no se limitan a, O-hidroxiacidos, O-tioacidos, O-
aminotiocarbovilatos, incluyendo, pero sin limitarse a, con cadanas laterales
correspondientas a los veinte aminoacidos naturales comunas o cadenas
laterales no naturales. Ademas, las sustitucionzs en el carbono 0 incluyzn
opcionalmente, pero no se limitan a, aminoacidos L, D, o O-D-disustituidos
tales como D-glutamato, D-alanina, D-metil-O-tirosina, acido aminobutirico, y
similares. Otras alternaiivas estructurales incluyen aminoacidos ciclicos,
tales como analogos de prolina asi como analogos de prelina de anillos de
2,4, 8, 7, 3y 9 miembros, 0 y O-aminoacidos tales como O-alanina
sustituida y acido J-aminobutirico.

Muchos aminoacidos no naturales se bhasan en aminoacidos
naturales, tales como tirosina, glutamina, fenilalanina, y similares, y son
adecuados para su uso en la presente invencidn. Los analogos de tirosina
incluyen, pero no se limitan a, tirosinas para-sustituidas, tirosinas orto-
sustituidas y tirosinas meta-sustituidas, en las que la tirosina sustituida
comprende, incluyendo, pero sin limitarse a, un grupo ceto (incluyendo, pero
sin limitarse a, un grupo acetilo), un grupo benzoilo, un grupo amino, una
hidrazina, una hidroxiamina, un grupo tiol, un grupo carbovilo, un grupo
isopropilo, un grupo metilo, un hidrocarbure Cg-Cop de cadena lineal o
ramificado, un hidrocarburo saturado o insaturado, un grupo O-metilo, un
grupo polieter, un grupo nitro, un grupo alquinilo o similares. Ademas,
también se contemplan anillos de arilo sustituidos de forma mdltiple. Los

analogos de glutamina que pueden ser adecuados para su uso en la
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presents invencidn incluyen, pero no se limitan a, O-hidroxiderivados,
derivados O-sustituidos, derivados ciclicos, y derivados de glutamina
sustituidos can amida. Los analogos de fénilalanina a modo de ejemplo que
pueden ser adecuados para su uso en la presente invencion incluyen, pero
no se limitan a, fenilalaninas para-sustituidas, fenilalaninas orto-sustituidas y
fenilalaninas meta-sustituidas, en las que el sustituyente comprende,
incluyendo, paro sin limitarse a, un grupo hidroxilo, un grupo metoxilo, un
grupo metilo, un grupo élilo, un aldehido, un azido, un yodo, un bromé, un
grupo ceto (incluyendo, pero sin limitarse a, un grupo acetilo), un benzoilo,
un grupo alquinilo, o similares. Los ejemplos especificos de aminoacidos no
naturales que pueden ser adecuados para su uso en la presente invencion
incluyen, pero no se limitan a, una p-acetil-L-fenilalanina, una O-metil-L-
tirosina, una L-3-(2-naftil)alanin'a, una 3-metil-fenilalanina, una O-4-alil-L-
tirosina, una d4-propil-L-tirosina, una tri-O-acetil-GIcNAcO-serina, una L-
Dopa, una fenilalanina fluorada, una isopropil-L-fenilalanina, una p-azido-L-
fenilalanina, una p-acil-L-fenilalanina, una p-bznzoil-L-fznilalanina, una L-
fosfoserina, una fosfonoserina, una fosfonotirosina, una p-yodo-fenilalanina,
una p-bromofenilalanina, una p-amino-L-fenilalanina, una isopropil-L-
fenilalanina y una p-propargilovi-fenilalanina, y similares. Se proporcionan
gjemplos de estructuras de una variedad de aminoacidos no naturales que
pusden ser adecuados para su uso en la presente invencién en, por
gjemplo, el documento WO 2002/085523 titulado “In vivo incorporation of
non-natural amino acids®. Véase también Kiick et al., (2002) Incorporation of
azides into recombinant proteins for chemoselective modification by the
Staudinger ligation, PNAS 96€:19-24, que se incorpora como referencia al
presente documento, para analogos de metionina adicionales. La solicitud
internacional n.® PCT/USD3/47822 titulada “Compositions Containing,
Methods Involving, and Uses of Non-natural Amino Acids and Polypeptides”,
que se incorpora como referencia al presente documento, describe Ia
alquilacién reductora de restos de aminas aromaticas, incluyendo, pero sin

limitarse a, p-amino-fenilalanina y aminacién reductora.
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En una realizacion, se proporsionan composiciones de un polipéptido
bG-CSF que incluye un aminoacido no natural (tal como p-(propargiloxi)-
fenilalanina). También se proporcionan diversas composicionss que
compranden p-(propargilovi)-fenilalanina €, incluyendo, pero sin limitarse a,
proteinas y/o células. En un aspecto, una composicién que incluye el
aminoacido no natural p-(propargiloxi)-fenilalanina, incluye ademas un ARNt
ortogonal. El aminoacide no natural puede unirse (incluyendo, pero sin
limitarse a, de forma covalente) al ARNt ortogonal, incluyende, pero sin
limitarse a, unirse de forma covalente al ARNt ortogonal a través de un
enlace amino-acilo, unirse de forma covalente a un 3’OH o0 un 2'0OH de un
azucar de rihbosa terminal del ARNt ortogonal, etc.

Los restos quimicos por medio de aminoacidos no naturales que
pueden incorporarse en proteinas ofrecen una variedad de ventajas y
manipulaciones de la proteina. Por ejemplo, la reactividad Unica d= un grupo
funcional ceto permite la modificacion selectiva de proteinas con cualquiera
de varios reactivos que contienen hidrazina o hidroxilamina in vitro e in viva.
Un aminoacido no natural con atomos pesados, por ejemplo, puede ser Gtil
para datos estructurales de rayos X sobre fases. La introduccidn especifica
del sitio de atomos pesados usando aminoacidos no naturales también
proporciona selectividad y flexibilidad en la eleccién de posiciones para
atomos pesados. Los aminoacidos no naturales fotorreactivos (incluyendo,
pero sin limitarse a, aminoacidos con cadenas laterales de benzofenona y
arilazidas (incluyendo, pero sin limitarse a, fenilazida)), por ejemplo,
permiten una fotorreticulacion eficaz in viva 2 in vitro de proteinas. Los

gjemplos de aminoacidos no naturales fotorreactivos incluyen, pero no se

. limitan a, p-azido-fenilalanina y p-benzoil-fenilalanina. La proteina con los

amincacidos no naturales fotorreactivos puede reticularse entonces segin
se desee mediante excitacion del grupo fotorreactivo, proporcionando un
control temporal. En un ejemplo, =l grupo metilo de un amino no natural
puede sustituirse con un, incluyendo, pero sin limitarse a, grupo metilo

marcado isotopicamente, como sonda de la dindmica y estructura local,
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incluy2ndo, pero sin limitarse a, con el uso de resonancia magnética nuclear
y espectroscopia vibracional. Grupos funcicnales alquinilo o azido, por
gjiemplo, permitzn la modificacién selectiva de proteinas con moléculas a
través de una reaccion de cicloadicion [3+2).

Un aminoacido no natural incorporado en un polipéptido en el extremo
amino terminal puede componerse de un grupo R que es cualquier
sustituyente distinto de uno usado &n los veinte aminoacidos naturales y un
2° grupo reactivo diferente del grupo NH: presente normalmente en O-
aminoacidos (véase la farmula I). Un aminoacido no natural similar puede
incorporarse en &l extremo carboxilo terminal con un 2° grupo reastivo
diferente del grupo COOH presente normalmente &n O-aminodcidos (véase
la férmula 1).

Los aminoacidos no naturales de la invencion pueden seleccionarse o
disefarse para proporcionar caracteristicas adicionales no disponibles en los
veinte aminoacidos naturales. Por sjemplo, el aminoacido no natural puede
disefarse o seleccionarse opcionalments para modificar las propiedades
biolégicas de una proteina, por ejemplo, en la que s= incorporan. Por
gjemplo, pusden modificarse opcionalmentz las siguientes propiedades
mediante la inclusion de un aminoacido no natural en una proteina:
toxicidad, biodistribucién, solubilidad, estabilidad, por e&jemplo, térmica,
hidrolitica, oxidativa, resistencia a la degradacion enzimatica, y similares,
facilidad de purificacion y procesamiento, propiedades estructurales,
propiedades espectroscopicas, propiedades quimicas y/o fotoquimicas,
actividad catalitica, potencial redox, semivida, capacidad para reaccionar
con otras moléculas, por gjemplo, de forma covalente o no covalente, y
similares. |

ESTRUCTURA Y SINTESIS DE AMINOACIDOS NO NATURALES:
GRUPOS CARBONILO, SIMILARES A CARBONILO, CARBONILO
ENMASCARADO, CARBONILO PROTEGIDOS Y GRUPOS
HIDROXILAMINA
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En algunas realizaciones la presente invencion proporciona bG-CSF
unido a un polim=zro soluble &n agua, por ejemple, un PEG, mediante un
enlace oxima. ‘

Muchos tipos de& aminoacidos no codificados de manera natural son
adecuados para la formarién de enlaces oxima. Estos incluyen, pero no se
limitan a, aminoacidos no codificados de manera natural que contisnen un
grupo carbonilo, dicarbonila o hidroxilamina. Tales aminoacidos se describen
en las publicaciones de patente astadounidense n.% 2005/0184258,
2006/0217532 vy 2006/0217289 y el documento WO 2005/039248 titulado
“Compositions containing, methods involving, and uses of non-natural amino
acids and polypeptides”, que se incorperan al presente documento como
referencia en su totalidad. También se describen aminoacidos no
codificados de manera natural &n la patente estadounidense n.® 7.032.970 y
la patente estadounidense n.” 7.045.337, que s& incorporan como referencia
al presente documento &n su totalidad.

Algunas realizaciones de la invencion utilizan polipéptidos bG-CSF
que se sustituyen en una o mas posiciones con un aminoacido de para-
acetilfenilalanina. La sintesis de p-acetil-(+/-)-fenilalanina y m-acetil-(+/-)-
fenilalanina se describe en Zhang, Z4, et al., Biochemistry 42: 6735-6746
(2003), incorporado como referencia. Otros aminoasidos que contienen
carbonilo o dicarbonilo puede prepararlos de manera similar un experto en la
técnica. Ademas, se presentan sintesis a modo de gjemplo no limitativo de
aminoacidos no naturales que estan incluidos en el presente documento en
las figuras 4, 24-34 y 33-39 d2 la patente estadounidense n.” 7.083.670, que
s& incorpora como referencia al presente documento en su totalidad.

Los aminocacidos con un grupo reactivo electréfilo permiten una
variedad de reacciones para unir moléculas por medio de reaccionss de
adicién nucledfila entre otros. Tales grupos reactivos electrifilos incluyen un
grupo carbonilo (incluyendo un grupo ceto y un grupo dicarbonile), un grupo
similar a carbonilo (que tizne reactividad similar a un grupo carbonilo

(incluyendo un grupo ceto y un grupo dicarbonilo) y es estructuralmente
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similar a un grupo carbonilo), un grupo carbonilo enmascarado (que pueds
convertirse facilmente en un grupo carbonilo (incluyendo un grupo ceto y un
grupo dicarbonilo)), o un grupo carbonilo protegido (que tiene reactividad
similar a un grupo carbonilo (incluyendo un grupo ceto y un grupo
dicarbonilo) tras su desproteccidn). Tales aminoacidos incluyen aminoacidos

que tienen la estructura de formula (IV):

Ry

Ry A J

~e N
Rin Ra

N

H Ry
0 aw,

en la que:

A es opecional, y cuando esta presente es alquileno inferior, alquileno
inferior sustituido, cicloalquilzno inferior, cicloalquileno inferior sustituido,
alquenileno  inferior,  alquenilzno  inferior  sustituido,  alquinileno,
heteroalquileno inferior, hateroalquileno  sustituido, heterccicloalquileno
inferior, heterocicloalquileno inferior sustituido, arileno, arileno sustituido,
heteroarilano, Iweterc»ari!eno sustituido, alcarileno, alcarileno sustituido,
aralquilzno o aralquilzno sustituido; B es opcional, y cuando esta presente
es un ligador seleccionado del grupo que consiste en alquileno inferior,
anutIeno inferior  sustituido, alquenileno inferior,  alquenileno  inferior
suatltwdo hcteroalquncno inferior, heteroalquileno inferior sustituido, -Q-, -
O- (anLuIen o alquilen sustltLudo)- -8-, -S-(alguilen o alquilen sustituido)-, -
S(O), enelque k es 1,26 3, -S(O)(alquilen o alquilen sustituido)-, -C(O)-, -
C(O)-(alquilzn o alquilen sustituido)-, -C(S)-, -C(S)-(alquilen o alquilen
sustituido)-, -N(R")-, -NR’-(alquilen o alquilen sustituido)-, -C(O)N(R))-, -
CON(R"-(alquilen o alcfuilen sustituido)-, -CSN(R')-, -CSN(R")-(alquilen o
alquilen sustituido)-, -N(R")CO-(alquilzn o alquilen sustituido)-, -N(R*)C{O)0-,
-S(ORN(R')-, -N{RIC{OIN(R')-, -N(RA}C(S)N(R")-, -N(R")S(O)N(R')-, -N(R’)-
N=, -C(R")=N-, -C(R')=N- N(R')-, -C(R)=N-N=, -C(R"); -N=N- y -C(R'):-
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N(R)-N(R’)-, &n los que cada R’ es independiecntemente H, alquilo o alquilo

sustituido;
)
[a) Rll R" " " N
SR R 3
ﬁ “ A I ’, »’C“ ?R | rlj * “
o e . K M - . k C R R - e ™
J es "";L‘ J_'r‘r , 1]’ , L"L rf'r( , L, :;53 , ey, JJ'“ , ’Ll’b» .‘;"ﬂ , ?"'C, & , Or cr?..

R es H, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido;
cada R" es independientemente H, alquilo, alquilo sustituido, o un grupo
protector, o cuando mas de un grupo R” estd presente, dos R” forman
opcionalmente un heterocicloalquilo;

R1 &s opcional, y cuando esta presente, es H, un grupo protector de
amino, resina, aminoacide, polipéptido o polinucleétido; y

Rz &s opcional, y cuando =sta presente, es QH, un grupo protector de
ester, resina, aminoacido, polipéptido o polinucleétido;

cada uno de Rz y Ry &s independientemente H, halégeno, alquilo
inferior, o alquilo inferior sustituido, o Ry y Ry o dos grupos R, forman
opcionalmente un cicloaiquilo o un heterocicloalquilo;

o los grupos -A-B-J-R forman juntos un cicloalquilo o
haterocicloalquilo biciclico o triciclico que comprende al menos un grupo
carbonilo, incluyendo un grupo dicarbonilo, grupo carbonilo protegido,
incluyendo un grupo disarbonilo protegido, o grupn carhonilo @nmascarado,
incluyendo un grupo dicarbonilo enmascarado;

o el grupo -J-R forma en conjunto un cicloalguilo o heterocicloalquilo
monociclico o biciclico que comprende al menos un grupo carbonilo,
incluyendo un grupe dicarbonilo, grupo carbonilo protegido, incluyendo un
grupo dicarbonilo protzgido, o grupo carbonilo enmascarado, incluyendo un
grupo dicarbonilo enmascarado;

con la condicién de que cuando A =s fenileno y cada R; es H, B esta
presente; y qus cuando A es -(CHp)s- vy cada Ry es H, B no es -
NHC(O)(CH:CH:)-; y que cuando A y B estan ausentes y cada Rz es H, R no
es metilo.

(&Y
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Ademas, estan incluidos los que tienen la estructura de formula (V):

o]

R1\ Rz

=z

en la que:

A es opcional, y cuando =sta presente =s alquileno inferior, alquilzno
inferior sustituido, cicloalquilzno inferior, cicloalquileno inferior sustituido,
alquenileno  inferior, | alquenileno  inferior  sustituido,  alquinilzno,
heteroalquileno inferior, heteroalquileno  sustituido, heterocicloalquil2no
inferior, heterocicloalquileno inferior sustituido, arileno, arileno sustituido,
heteroarileno, heteroarileno sustituido, alcarileno, alcarileno sustituido,
aralquileno ¢ aralquileno sustituido;

B es opcional, y cuandc estéd presente s un ligador seleccionado del
grupo que consiste en alquileno inferior, alquileno inferior sustituido,
alquenilzno inferior, alquenileno inferior sustituido, heteroalquileno inferior,
hateroalquileno inferior sustituido, -O-, -O-(alquilen o alquilen sustituido)-, -S-
. -S-(alquilen o alquilen sustituido)-, -S(Q)- en el que k &s 1, 2 6 3, -
S(O)i(alquilzn o alquilen sustituido)-, -C(0)-, -C(Q)-(alquilen o alquilen
sustituido)-, -C(S)-, -C(S)-(alquilen o alquilzn sustituido)-, -N(R')-, -NR’ -
(alquilen o alquilen sustituido)-, -C(Q)N(R’)-, -CON(R")-(alquilan o alquilen
sustituido)-, -CSN(R’)-, fCSN(R’)-(anLliIelw o alquilen sustituido)-, -N(R"YCO-
(@lguilen o alquilen  sustituido)-, -N(R)C(O)0Q-, -S{O)N(R')-, -N(R")
C(OIN(R)-, -N(R")C(S)N(R")-, -N(R")S():N), -N(R")-N=, -C(R")=N-, -C(R")=N-
MN(R")-, -C(R")=N-N=, -C(R")z-N=N- y -C(R"):-N(R")-N(R>, &n los que cada R’
&s independientemente H, alquilo o alquilo sustituido;

R es H, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido;

(4T
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R1 es opcional, y cuando esta presente, es H, un grupo protector de
amino, resina, aminoacido, polipéptido o polinucledtido; y

Rz es opcional, y cuando esta presente, es OH, un grupo protector de
éster, resina, amincacido, polipéptido o polinucleétido;

con la condicidon de que cuando A es fenileno, B esta presente; y que
cuando A es -(CH2)s-, B no &s -NHC(Q)(CH-CH:)-; y que cuando A y B estan
ausentas, R no es metilo.

Ademas, estan incluides aminnacidos que tienen la estructura de
férmula (VI):

R.. .A. .B. .R
[l
NR,
Ra
RI\N R2
H
o (VD),
en la que:

B es un ligador seleccionado del grupo que consiste en alquileno
inferior, alquileno infzrior sustituido, alquenileno inferior, alquenileno inferior
sustituido, hetzroalquilzno inferior, heteroalquileno inferior sustituido, -O-, -
O-(alquilzn o alquilen sustituido)-, -S-, -S-(alquilzn o alquilen sustituido)-, -
S(O)-en el que kes 1,2 6 3, -S(O)(alquilen o alquilen sustituido)-, -C(O)-, -
C(O)-(alquilen o alguilen sustituido)-, -C(S)-, -C(S)-(alquilen o alquilen
sustituido)-, - N(R')-, -NR'-(alquilen o alquilzn sustituido)-, -C(O)N(R")-, -
CON(R')-(alquilzn o alquilen sustituido)-, -CSN(R')-, -CSN(R")-(alquilen o
alguilen sustituido)-, -N(R')CO-(alquilen o alquilen sustituido)-, -N(R")C(O)O-,
-SOXN(R)-, -N(RIC(OIN(R')-, -N(R)C(S)N(R')-, -N{R")S(O)N(R")-, -N(R’)-
N=, -C(R")=N-, -C(R")=N-N(R')-, -C(R")=N- N=, -C{R");-N=N-, y -C(R")z-N(R")-
N(R")-, en los que cada R’ es independientementz H, alquilo o alquilo
sustituido;

R es H, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido;
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R, es opecional, y cuando esta presente, es H, un grupo protector de
amino, resina, aminoacido, polipéptido o polinucleétido; y
R: &s opcional, y cuando asta presente, 2s OH, un grupo protector de

éster, resina, amincacido, polipéptido o polinucledtido;

S cada R, se selecciona independientemente del grupo que consiste en
H, haldgeno, alquile, alquilo sustituido, -N(R')z, -C(O)xR’ enelque kes 1,26
3, “C(O)N(R")z, -OR’ y -S(O)R’, an los que cada R’ es independientemente
H, alquilo, o alquilo sustituide.
Ademas, estan incluidos los siguientes aminoacidos:
10

g ey

r [ L
W \""H J; ™y Mol
& ,  HaN OOH )

A [ Ml i -
= i R st I WS
IR gt Lo
. Ha B
HgN" COOH , 0 , 0 ’ Y J s

=0
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en los que tales compuestos son opcionalmenta grupo protegido en el
amino, protegido =n &l carboxilo o una sal de los mismos. Ademas, pueds
incorporarse cualquisra de los siguientss aminoacidos no naturales en un
polipéptido con amincacidos no naturales.

Ademas, estan incluidos los siguientes aminoacidos que tienen la
estructura de formula (VII):

o

J/(CRu)n\ B"JKR
R N
1 E \Ior

)

(VID)

en la que

B &s apcional, y cuando =sta presente es un ligador seleccionadao del
grupo que consiste en  alguil=no inferior, alquileno inferior  sustituido,
alquenileno inferior, alquenilzno inferior sustituido, heteroalquileno inferior,
heteroalquileno inferior sustituido, -Q-, -O-(alquilen o alquilen sustituido)-, -S-
, -S-(alquilen o alquilen sustituido)-, -S(Q)x- en el que k es 1, 2 6 3, -
S(O)(alquilen o alquilen sustituido)-, -C(O)-, -C(0)-(alquilen o alquilen

-sustituida)-, -C(S)-, -C(S)-(alquilen o alguilen sustituido)-, -N(R’)-, -NR’ -

(alquilen o alquilen sustituido)-, -C(O)N(R’)-, -CON(R'")-(alquilen o alquilen
sustituido)-, -CSN(R’)-, -CSN(R’)-(alquilen o alquilen sustituido)-, -N(R")CO-
(alquilen o alquilen sustituido)-, -N(R")C{Q)O- -S(O)N), -N(R"YC(O)N(R")-, -
M(R)C(SIN(R')-, -N(R")S(O)N(R"})-, -N(R")-N=, -C(R")=N-, -C(R")=N- N(R")-, -
C(R)=N-N=, -C(R)z-N=N-, y -C(R"):-N(R")-N(R")-, en los quz cada R’ es
independizntzments H, alquilo o alquilo sustituido;

R e&s H, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido;

Ry es opcicnal, y, cuando esta presente, es H, un grupo protector de
amino, resina, aminoéciao, polipéptido o polinucledtido; y

R: @s opcional, y cuando esta presente, es OH, un grupo protectof de

ester, resina, aminoacido, pelipéptido o polinucleétido;

N
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cada R, s& selecciona independientementz del grupo que consiste en
H, haldégeno, alquilo, alquilo sustituido, -N(R"):, -C(O)R' enelqua k es 1, 24
2, -C(OIN(R"):, -OR’, y -S(O)R’, &n los que cada R’ s independientemente
H, alquile o alquilo sustituido; ynesde 0a §;

con la condicién de que cuando A es -(CHy)s-, B no es -
NHC(O)(CH2CH,)-.

Ademas, estan incluidos los siguientes aminoacidos:

N L

N ﬁ I, N f% A ]j’
R O N U J )

T B ”»v[ AN rr'[‘ Ol [ . V,;H " N,.[w,ol-c "y r R f D r 0N
< ol | =l R | R =l =

> [ ’ y > B ’ ’

G ?L‘O ‘ o o cr ?
, LFN H H* o
oH v \gou : _oH :_Izrr\g,ou o M J_on
H

Vgl ‘\g’ gl g

2 ] 3 3 ¥

en los que tales compusstos estan
opcionalments protegidos 2n el amino, opcionalmente protegidos en el
carboilo, opcionalmente protegidos en =l amino y protegidos en el
carboxilo, 0 una sal de los mismos. Ademas, estos aminoacidos no naturales
y cualquiera de los siguientes aminoacidos no naturales pueden
incorporarse en un polipéptido con aminoacidos no naturales.
Adzmas, estan incluidos los siguientes aminoacidos que tiznen la
estructura de férmula (VIII): |

0 (VIID),

\& L
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en la que A es opecional, y cuando esta presente es alquileno inferior,
alquileno inferior sustituido, cicloalquileno inferior, cicloalquileno inferior
sustituido, alquenileno inferior, alquenileno inferior sustituido, alquinilzno,
heteroalquileno inferior, heteroalquileno sustituido, heterociclealjuilenc
inferior, heterocicloaljuileno inferior sustituido, arileno, arileno sustituido,
heteroarileno, heteroarileno  sustituido, alcarileno, alcarileno sustituido,
aralquileno o aralquileno sustituido;

B es opcional, y cuando =sta presente es un ligador seleccionado del
grupo que consiste en alquileno inferior, alquilzno inferior sustituido,
alquenileno inferior, alquenileno inferior sustituido, heteroalquileno inferior,
heteroalquileno inferior sustituido, -O-, -O-(alquilen o alquilen sustituido)-, -S-
. =S-(alquilen o alquilen sustituido)-, -S(O)x X-en el que kes 1,2 6 3, -
S(O)r(alquilen o alquilen sustituido)-, -C(O)-, -C(0O)-(alquilen o alquilen
sustituida)-, -C(S)-, -C(S)-(alquilen o alquilen sustituido)-, -N(R’)-, -NR’-
(alguilen o alquilen sustituido)-, -C(O)N(R")-, -CON(R")-(alquilen o alquilen
sustituido)-, -CSN(R")-, -CSN(R’)-(alquilen o alquilen sustituido)-, -N(R")YCO-
(alquilen o alquilen sustituido)-, -N(R")C(0)0-, -S(O)xN(R")-, -N(R"YC(O)N(R")-
» NRICSINYR), N(RISORN(R')-, -N{R')-N=, -C(R)=N-, -C(R')=N-N(R)-,
-C(R)=N-N=, -C(R");-N=N- y -C(R"):-N(R’)-N(R’)-, &n los que cada R’ &s
independientzmente H, alquilo o alguilo sustituido;

R+ &s opcional, y cuando esta presente, es H, un grupo protector de
amino, resina, aminoacido, polipéptido o polinucledtido; y

R: &s opcional, y cuando esta presente, es OH, un grupo protector de
éster, resina, aminoacido, polipéptido, o polinucleétide.

Ademas, estan incluidos los siguientes amincacidos que tienen la
estructura de férmula (IX):
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B es opcional, y cuando esta presente es un ligador seleccionado del
grupe que consistz en alquileno inferior, alquileno inferior sustitliido,
alquenileno inferior, alquenilzno inferior sustituido, heteroalquileno inferior,
heteroalquileno inferior sustituido, -O-, -O-(aljuilen o alquilen sustituido)-, -S-
, ~S-(alquilen o alquilent sustituido)-, -S(O)- en &l qu2 k es 1, 2 6 3, -
S(O)(alquilen o alquilen sustituido)-, -C(O)-, -C(C)-(alquilen o alquilen
sustituido)-, -C(S)-, -C(S)-(alquil=n ¢ alquilzn sustituido)-, -N(R’)-, -NR'-
(alquilen o alquilen sustituido)-, -C(O)N(R’)-, -CON(R’)-(aluilen o alquilen
sustituido)-, -CSN(R')-, -CSN(R’)-(alquilen ¢ alquilen sustituido)-, -N(R")CQ-
(alguilen o alquilen sustituida)-, -N(R)YC(O)O-, -S{O)N(R")-, -N(R")C(O)N(R")-
-NR)CSINRY) , -NRIS(ORN(R)-, -N(R')-N=, -C{R")=N-, -C(R)=N- N(R)-,
-C(R’)=N-N-, -C(R"):-N=N-, y -C(R):-N(R')-N(R’)-, en los que cada R’ es
independientemente H, alquile o alquilo sustituido;

R es H, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido;

R, &s opcional, y c(,lando esta presente, es H, un grupo protector de
amino, resina, aminoacido, polipéptido o polinucleétido; y

R: es opcional, y cuando esta presente, s OH, un grupo protector de
éster, resina, aminoacido, polipéptido o polinucledtido;

en los que cada R, se selecriona independientemente del grupo que
consista en H, halégeno, alquilo, alquilo sustituido, -N(R'),, -C(OXR’ en &l
que k es 1, 2 6 3, -C(O)N(R")z. -OR’, y -S(O)XR’, en los que cada R’ es
independientement= H, alquilo, o alquilo sustituido.

Ademas, estan incluidos los siguientas aminoacidos:

[ W i 4N i ]
| P r— g - [ -
Ml "-8’0"’ Mot “g'OH HH g“o“ g™ A"T’H
=, o { I i
I A Ho 10
e 0\_-‘"' . PN R A ISR L N ,»‘:\.- Al
0 A O S s S g
o : [ :
A ON g R N v o-OH
! S ot

VS
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en los que tales compuestos estan opcionalmante protegidos en el
amino, opcionalmente protzgidos 2n el carboxilo, opcionalmente protegidos
en &l amino y protegidos en el carbovilo, o una sal de los mismos. Ademas,
estos aminoacidos no naturalzs y cualguizra de los siguientes aminoacidos
no natural2s pueden incorporarse en un polipéptido con aminoacidos no
naturales.

Ademas, estan incluidos los siguientes aminoacidos que tienen la
estructura de férmula (X):

)

CPin < '1 7
( )fl ‘B' \o
R1\N R2

H

© (X),

en la que B es opcional, y cuando estd presente es un ligador
seleccionado del grupo que consiste en alquileno inferior, alquileno inferior
sustituido, alquenileno inferior, alquenileno inferior sustituido, hateroalquileno
inferior, heteroalquileno inferior sustituido, -O-, -O-(alquilen o alquilen
sustituido)-, -S-, -S-(alquilén o alquilen sustituido)-, -S(O)- en el que k es 1,
2 6 3, -S(O)(alquilen o alquilen sustituido)-, -C(O)-, -C(Oj-(alquilen o
alquilen sustituido)-, -C(S)-, -C(S)-(alquilen o alquilen sustituido)-, -N(R’)-, -
NR'-(alquilen o alquilen ‘sustituido)-, -C(O)N(R’)-, -CON(R")-(alquilen o
alquilen sustituido)-, -CSN(R’)-, -CSN(R")-(alquilzn o alquilen sustituido)-, -
N(R)CO-(alquilen o alquilen sustituido)-, -N(R)C(O)O-, -S(OXN(R),
-NRICOIN(R')-, -N(R")IC(S)N(R’), -N(R")S(O)}N(R")-, -N(R’)-N=, -C(R")=N-, -
C(R’)=N- N(R’)-, -C(R)=N-N=, -C(R"):-N=N- y -C(R"):-N(R')-N(R)-, en los
que cada R’ es independieﬁtennente H, alquilo o alquilo sustituido;

R es H, alquilo, alquilo sustituido, cizloalquilo o cicloalquilo sustituido;

R1 @s opcional, y cuando esta presente, s H, un grupo protectar de
amino, resina, aminoacirlo, ﬁolipéptido 0 polinucleétido; y

Rz es opcional, y cuando esta presente, es OH, un grupo protector de
éster, resina, aminoacido, polipéptido o polinucleétido;
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cada R, se selecciona independientemente del grupo que consiste en
H, haldgeno, alquilo, aquiIo sustituido, -N(R)z, -C(O)R’ enelque kes 1,26
3, -C(O)N(R’)2, -OR’, y -S(Q)R’, 2n lns que cada R’ es independientementa
H, alquilo o alquilo sustituido; ynesde Qa8

Ademas, estan incluidos Ios siguientes aminoacidos:

A N S S S A S N Y
« [ g u v
A A L s
oon o oen A b oo L an L. R R
HaM H, , Flald g ’ Hald y] ’ HaH g ’ Habd ‘IJ, , Hab g , H:H yj ’ y
Hy H

, en los que tales compuestos estan opcionalmente
protegidos en €l amino, opcionalmente protegidos en el carboxilo,
opcionalmente protegido§ en &l amino y protegidos en &l carboxilo, o una sal
de los mismos. Ademas, estos aminoacidos no naturales y cualquier de los
siguientes aminoacidos no naturales pu=den incorporarse en un polipéptido
con aminoacidos no naturales.

Ademas de estructuras de monocarbonilo, los aminoacidos no
naturales descritos en &l presente documento pueden incluir grupos tales
como grupos dicarbonilo, similar a dicarbonilo, dicarbonilo enmascarado y
dicarbonilo protegido.

Por gjemplo, estan incluidos los siguientes aminoacidos que tienen la
estructura de férmula (XI):

[o]
A\B)k“/R
R1\N/Q(R2 0
H
o]

en la que A es opcional, y cuando esta presentz es alquileno inferior,

(XD,

alquileno inferior sustituido, cicloalquileno inferior, cicloalquileno inferior

156
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sustituido, alquznileno inferior, alquenileno inferior sustituido, alquinileno,
heteroalquileno inferior, heteroalquileno  sustituido, heterocicloalquileno
inferior, heterocicloalquileno inferior sustituido, arileno, arileno sustituido,
heteroarileno, hetercarileno  sustituido, alcarileno, alcarileno  sustituido,
aralquileno o aralquileno sustituido,

B =s opcional, y cuando =sta presente es un ligador seleccionado del
grupo que consiste en“ alquileno inferior, alquileno inferior sustituido,
alquenileno inferior, alquenileno inferior sustituido, heteroalquileno inferior,
heteroalquilena inferior sustituido, -O-, -O-(alquilen o alquilen sustituido)-, -S-
, -S-(alquilen o alquilen sustituido)-, -S(O)- &n el que k es 1, 2 6 3, -
S(O)(alquilen o alquilen sustituido)-, -C(O)-, -C(O)-(alquilen o alquilen
sustituido)-, -C(S)-, -C(S)-(alquilen o alquilen sustituida)-, -N(R’)-, -NR'-
(alquilen o alquilen sustituido)-, -C{Q)N(R")-, -CON(R’)alquilen o alquilen
sustituido)-, -CSN(R’)-, -CSN(R’)-(alquilen o alquilen sustituido)-, -N(R")CO-
(alquilen o alquilen sustitui“do)-, -N(R)C(O)O-, -S{O)xN(R’)-, -N{R"C(O)N(R)-
 -N(RYC(S)N(R')-, -N(R")S(O)MN(R’)-, -N(R")-N=, -C(R")=N-, -C(R’)=N- N(R")-,
-C(R")=N-N= -C(R")z -N=N-, y —=C(R")z-N(R")-N((R")-, &n los que cada R’ &s
independientemente H, alquilo o alquilo sustituido;

R es H, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido;

R+ &s opecional, y cuando esta presents, es H, un grupo protector de
amino, resina, aminoécido,‘polipéptido o polinucleétido; y

Rz &s opcional, y cuando esta presente, &s OH, un grupo protector de
éster, resina, aminoacido, polipéptido, o polinucleétido.

Ademas, estan incluidos los siguientes aminoacidos que tienen la
estructura de férmula (XII):

. I S g- R
N R,
Re
Ry Rz
u ‘
© (X1),

1577
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B es opcional, y cuando esta presente &s un ligador seleccionado del
grupo que consiste en alquileno inferior, alquileno inferior sustituido,
alquenileno inferior, alquenileno inferior sustituido, heteroalquileno inferior,
heteroalquilena inferior sustituido, -O-, -O-(alquilen o alquilen sustituida)-, -S-
, -S-(alquilen o alquilen sustituido)-, -S(O)- en &l qua k es 1, 2 & 3, -
S(O)(alquilen o alquilen sustituido)-, -C(Q)-, -C(Q)-(alquilen o alquilen
sustituido)-, -C(S)-, -C(S)-(alquilen o alquilen sustituido)-, -N(RO-, -NR'-
(alquilen o alquilen sustitLlido)-, -C(O)N((R") , -CON((R") -(alquilen o alquilen
sustituido)-, -CSN((R") -, -CSN((R')-(alquilen o alquilen sustituido)-, -
N({(R")CO-(alquilen o alngiIen sustituida)-, -N({(R"HC(0)O-, -S(O)N((R")-,
-N({(R)C(O)N(R’)-, -N(R")C(S)N(R")-, -N(R)S(Q)N(R'}-, -N(R")-N= -C(R")=N-,
-C(R")=N- N(R")-, -C(R")=N-N=, -C(R")2-N=N- y -C{R")=-N(R')-N(R’)-, €n los
que cada R’ es independizntemente H, alquilo o alquilo sustituido;

R es H, alquilo, alquilo sustituido, cicloalguilo o cicloalquilo sustituido;

R4 es opcional, y cuando esta presente, es H, un grupo protector de
amino, resina, aminoacido, polip&ptido o polinuclettido; y

R: &s opcional, y cuando esta presents, es OH, un grupo protector de
éster, resina, aminoacido, polipéptido o polinucleétido;

en los que cada Ry se selecciona independientemente del grupo que
consiste en H, haldégeno, alquilo, alquilo sustituido, -N(R')2, -C(O)xR’ en el
que kes 1, 26 3, -C(O)“N(R’)z, -OR’, y -S(OKR’, en los que cada R’ as
independientemente H, alquilo, o alquilo sustituido.

Ademas, estan incluidos los siguientes aminoacidos:

L A
[~ O

P H. b GOOH
HoN™ COOH y ‘ ...2.08 que tales compuestos

&stan opcionalmente protegidos en =l amino, opcionalmente protegidos =n el
carboxilo, opcionalmente protegidos en el amino y protegidos en el

carboxilo, o una sal de los mismos. Ademas, estos aminoacidos no naturales

]
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y cualquier de los siguie‘ntes aminoacidos no naturales pueden incorporarse
en un polipéptido con aminoacidos no naturales.

Ademas, estan incluidos los siguientes aminoacidos que tienen la
estructura de formula (XII):

ﬁ ‘
(CR.’;)n‘\B/.< P
Risy /(Tnz \r[ur
" 0 (X1,

en la que B es 6pcional. y cuando esta presente es un ligador
seleccionado del grupo que consiste en alquileno inferior, alquileno inferior
sustituido, alquenileno inferior, alquenilenc inferior sustituido, heteroalquileno
inferior, heteroalquileno inferior sustituido, -O-, -O-(alquilen o alquilen
sustituido)-, -S-, -S-(alquilen o alquilen sustituide)-, -3(O)- &n el que k es 1,
2 6 3, -S(0) (alquilen o alquilen sustituido)-, -C(O)-, -C(O)~(alquilzn o
alquilen sustituido)-, -C(S)-, -C(S)-(alquilen o alquilen sustituido)-, -N(R’)-, -
NR’-(alquilen o alquilen sustituido)-, -C(O)N(R’)-, -CON(R')-(alquilen o
alquilzn sustituido)-, -CSN(R’})-, -CSN(R")~(alquilen o alquilen sustituido)-, -
N(R’)CO-(alquilen o alquilen sustituido)-, -N(R')C(0)0-, -S(O)N(R’)-,
NR)C(O)N(R')-, -N{RIC(S)N(R')-, -N (R)S(ON(R’)-, -N{R')-N=, -C(R")=N-
, “C(R)=N- N(R’)-, -C(R)=N-N=, -C(R"):-N=N-, y -C(R")>-N(R’)-N(R’)-, &n los
que cada R’ es independientemente H, alquilo o alquilo sustituido;

R es H, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido;

R+ es opcional, y cuando esta presente, es H, un grupo protestor de
amino, resina, aminoacido, polipéptido o polinucledtido; y

R es opcional, vy cuando esta presents, &s OH, un grupo protector de
éster, resina, aminoacido, polip&ptide, o polinucledtido:

cada R; se selecciona independientemente del grupo que consiste
en H, haldgeno, alquilo, alquilo sustituido, -N(R"): -C{O),R’ &n el que k es 1,
2 6 3, -C(ONR)-, -OR’, 'y -S(O)R', &n los que cada R' es
independientamente H, alguilo o alquilo sustituido; ynesde0as.

459
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Ademas, estan incluidos los siguientzes aminoacidos:

] o . ) . | °‘“~T>’L~'o °"T’L‘o °~\{L~o . °7,
O, 2 T iy N 9 5 HH b
SR N T | } Je

[ [ { [ [ [
" ”/f O e e ST O
G | =l U f G| Gl | U

(AN ,! Oy ,‘,[\ 0._\,./\ 0\\../!\ ~§/ c.k

o [ o i o "o
P S S

H,N g Mgk "y g™y ! g Il il g Hgtt” ‘g'OH
. 8] , W] . V] R R ,
b oY
HH D \O
OH
HaN HN \g/'“
y ,&n los que tales compuzstos estan

opcionalmente protegidos en &l amine, opcionalmente protegidos en el
carboxilo, opcionalmente protegidos en el amino y protegidos en el
carboxilo, 0 una sal de los mismos. Ademas, estos aminoacidos no naturales
y cualguier de los siguientes aminoacidos no naturales pueden incorporarse
en un polipéptido con aminoacidos no naturales.

Ademas, estan incluidos los siguientes aminoacidos que tienen la
estructura de férmula (XIV):

RyHN C{O IR, XIV);

en la que:
A &s opcional, y cuando esta presente es alquileno inferior, alquileno
inferior sustituido, cicloalquileno inferior, cicloalquileno inferior sustituido,

alquenileno  inferior,  alquenileno  inferior  sustituide,  alquinileno,

10
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heteroalquileno inferior, heteroalquileno sustituido, heterocicloalquileno
inferior, heterocicloalquileno inferior sustituido, arileno, arileno sustituido,
heteroarilzno, heteroarileno sustituido, alcarilzno, alcarileno  sustituido,
aralquileno o aralguileno ‘sustituido;

R &s H, alquilo, aljuilo sustituido, cicloalguilo o cicloalquilo sustituido;

R, es opcional, y cuando esta prasente, es H, un grupo protector de
amino, resina, aminodcido, polipéptida o polinucledtido; y

R- es opcional, y cuando esta presente, es OH, un grupo protector de
éstar, resina, aminoacido, polipéptido o polinucleédtido;

Xi es C, S o S(Q);, y L es alguileno, alquileno sustituido,
N(R')(alquileno) o N(R’)(alquileno sustituido), en los que R’ es H, alquilo,
alquilo sustituido, cicloalquilo, o cicloalquilo sustituido.

Ademas, estan incluidos los siguientes aminoacidos que tienen la
estructura de férmula (XIV-A):

0 0

AN R

RiHH C{O)R, (X1V-A)

en la que: |

A es opcional, y cuando esta prasente es alquileno inferior, alquileno
inferior sustituido, cicloalquileno inferior, cicloalquileno inferior sustituido,
alguenileno  inferior,  alquenileno  inferior  sustituido,  alquinileno,
heteroalquileno inferior, heteroalquileno  sustituids, heterocicloalquileno
inferior, heterocicloalquileno inferior sustituido, arileno, arileno sustituido,
heteroarileno, heteroarileno sustituide, alcarileno, alcarileno  sustituido,
aralquileno o aralquileno suétituido;

R es H, alquile, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido;

Ry es opcional, y cuahdo asta presentz, es H, un grupo protector de

amino, resina, aminoacido, polipéptido o polinucledtido; y

16\
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Rz es opcional, y cuando esta presente, es OH, un grupo protector de
éster, rasina, aminoacido, polipéptido o polinucledtido;

L es alquileno, alquileno sustituido, N(R')(alquileno) o N(R')(alquileno
sustituido), en los que R’ =s H, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo, o
cicloalguilo sustituido. |

Ademas, estan incluidos los siguientes aminoéacidos que tienen la
estructura de férmula (XIV-B):

A
AN R
RyHN C(0)R, (XIV-B)
en la que:

A es opcional, y cuando esta presente es alquileno inferior, alquileno
inferior sustituido, cicloalquileno inferior, cicloalquileno inferior sustituido,
alquenileno inferior,  alquenileno  inferior  sustituido,  alquinileno,
heteroalquileno inferior, heteroalquileno  sustituido, heterocicloalquileno
inferior, hetarocicloalquileno inferior sustituido, arilzno, arileno sustituido,
heteroarileno, heteroarileho sustituido, alcarileno, alcarileno  sustituido,
aralquileno o aralquileno sustituido;

R es H, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido:

Ry es opcional, y cuando esta presente, es H, un grupo protector de
amino, resina, aminoacido, polipéptido o polinucledtido; y

R: es opcional, v cuando esta presents, es OH, un grupo protector de
éster, resina, aminoacido, pé|ipéptido o pelinucleétido;

L es alquileno, alquileno sustituida, N(R')(alquileno) o N(R")(alquileno
sustituido), en los que R’ es H, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo, o
cicloalquilo sustituido.

Ademas, estan incluidos los siguientes aminoacidos que tiznen la
estructura de férmula (XV):
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en la que;

A es opcional, y cuando esta presente es alquileno inferior, alquileno
inferior sustituido, cicloalquileno inferior, cicloalquileno inferior sustituido,
alquenileno  inferior,  alquenilenc  inferior  sustituido,  alquinileno,
heteroalquileno inferior, heteroaljuileno sustituido, heterocicloalquileno
inferior, heterocicloalquileno inferior sustituido, arileno, arileno sustituido,
heteroarileno, heteroarileno  sustituido, alcarileno, alcarileno  sustituido,
aralquileno o aralquileno sustituido;

R es H, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido;

R+ es opcional, y cuando esta presente, es H, un grupo protector de
amino, resina, aminoacido, polipptido n polinucleétido; y

R: &s opcional, y cuando esta presente, es OH, un grupo protector de
éster, resina, aminoacido, polipéptido o polinucleétido;

XiesC,So08(Q);ynes0 1,2 3 465;ycada R*y R en cada
grups CRER® se selecciona indepandientemente del grupo que consiste en
H, alcoxilo, alquilamina, halégene, alquilo, arilo, o cualquisr R® y R® pueden
formar juntos =Q o un cicloaljuilo, o cualquicra con los grupos R®
adyacentes puzden formar juntos un cicloalquilo.

Ademas, estan incluidos los siguisntes aminoacidos que tienen la
estructura de féormula (XV-A):

0 Q
P
A7\ R

SRR,

RyHH C(O)R, (XV-A)‘
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en la que:

A es opcicnal, y cuando =sta presente es alquileno inferior, alquileno
inferior sustituido, cicloalquilzno inferior, cicloalquileno inferior sustituido,
alquenileno  inferior,  alquenileno  inferior  sustituido,  alquinileno,
heteroalquileno inferior, heteroalquileno sustituido, heterocicloalquileno
inferior, heterocicloalquileno inferior sustituido, arilenn, arileno sustituido,
heteroarileno, heteroarileno  sustituido, alcarileno, alcarileno  sustituido,
aralquilena o aralquileno sustituido;

R es H, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido;

R1 es opcional, y cuando esta presente, es H, un grupo protactor de
amino, resina, aminoacido, polipéptido o polinucleétido; y

Rz es opcional, y cuando esta presente, es OH, un grupo protestor de
éster, resina, aminoacido, polipéptido o polinucledtido;

neso0, 1,2 2 465 ycada R* y R* en cada grupo CR*R® se
selecciona independientamente del grupo que consiste en H, alcoxilo,
alquilamina, halégeno, alquilo, arilo, o cualguier R* y R? pueden formar
juntos =O o un cicloalquilo, o cualquizra con los grupos RY adyacentes
pueden formar juntos un cicloalquilo.

Ademas, estan incluidos los siguientes aminoacidos que tienen la
estructura de férmula (XV-B):

"\

N 7

R
{CR*R?),

RyHN ;
en la que:
A es opcional, y cuando estad presente es alquileno inferior, alquileno
inferior sustituido, cicloalquileno inferior, cinloalquileno inferior sustituido,

alquenileno  inferior,  alquenilzeno  inferior  sustituido,  alquinilenc,

{1
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heteroalquilzno inferior, heteroalquileno sustituido, heterocicloalquileno
inferior, heteracicloalquileno inferior sustituido, arileno, arilzno sustituide,
heteroarileno, heteroarileno sustituido, alcarileno, alcarileno sustituido,
aralquileno o aralquileno sustituido;

R es H, alquilo, alquilo sustituido, cicloalguilo o cicloalquilo sustituido;

R1 es opcional, y cuandn =sta presente, es H, un grupo protector de
amino, resina, aminoacido, polipéptido o polinucleétido; y

R: es opcional, y cuando esta presente, es OH, un grupo protzctor de
ester, resina, aminoacido, polipéptido o polinucleétido;

nes0 1,2 3 465 ycada R® y R® en cada grupo CRR® se
selecciona independientement2 del grupo que consiste en H, alcoxilo,
alquilamina, haldgeno, alquilo, arilo, o cualquier R® y R® pueden formar
juntos =0 o un cicloalquilo, o cualquiera con grupos R® adyacentes pueden
formar juntos un cicloalquilo.

Ademas, estan incluidos los siguientes aminoacidos que tienen la
estructura de formula (XVI); .

en la que:

A as opcional, y cuando esta presente es alquileno inferior, alquileno
inferior sustituido, cicloalquileno inferior, cicloalquileno inferior sustituido,
alquanilzno  inferior, alquenileno inferior  sustituido,  alquinileno,
hetercalquileno  inferior, heteroalquileno  sustituido, heterocicloalquileno
inferior, heterocicloalquileno inferior sustituido, arileno, arileno sustituido,
hateroarileno, heteroarileno sustituido, alcarileno, alcarileno  sustituido,
aralquileno o aralquileno sustituido;

R es H, alquilo, alquilo sustituidn, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido;
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R, @s opcional, y cuando esta presente, es H, un grupo protector de
aminao, resina, aminoacido, polipéptido o polinucledtido; y

R: es opcional, y Cuando esta presente, es OH, un grupo protector de
éster, resina, aminoacido, polipéptido o polinucledtido;

Xi es C, S o S(O), y L es alquileno, alquileno sustituido,
N(R')(alquileno) o N(R’)(aljuileno sustituido), en los que R' es H, alquile,
alquilo sustituido, ciclnalquilo, o ciclealquilo sustituido.

Ademas, estan incluidas los siguientes aminoacidos que tienen la
estructura de formula (XVI-A):

en la que:

A es opcional, y cuando esta presente es alquileno inferior, alquileno
inferior sustituido, cicloal«juileno inferior, cicloalquilzno inferior sustituido,
alquenileno  inferior,  alquenileno  inferior  sustituido,  alquinilens,
heteroalquileno inferior, hetzroalquileno  sustituido, heterocicloalquileno
inferior, haterocicloalquileno infarior sustituido, arileno, arileno sustituido,
heteroarileno, heteroarileno sustituido, alcarileno, alcarileno sustituido,
aralquileno o aralquileno sustituido;

R es H, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido;

Ry es opcional, y cuando esta presente, 2s H, un grupo protector de
amino, rasina, aminoacido, polipéptido o polinusledtido; y

R es opcional, y cuando esta presente, es OH, un grupo protector de
éster, resina, aminoacido, polipéptido o polinucleétido;

L es alquileno, a|QLIi|§=nO sustituido, N(R')(alquileno) o N(R")(alquilzno
sustituido), en los que R’ es H, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo, o
cicloalquilo sustituido.
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Ademas, estan incluidos los siguientzs aminodcidos que tienen la
estructura de férmula (XVI-B):

N—Ll~ R
R

RN TR, (XVI-B)

en la que:

A es opcional, y cuando esta presente es alquileno inferior, alquileno
inferior sustituido, cicloalquileno inferior, cicloalquileno inferior sustituido,
alquenileno  inferior, ‘alquenileno inferior  sustituido,  alquinileno,
heteroalquileno inferior, heteroalquilzno sustituido, heterocicloalquilzno
inferior, heterocicloalquileno inferior sustituido, arileno, arileno sustituido,
hateroarileno, heteroarileno  sustituido, alcarileno, alcarileno  sustituido,
aralquileno o aralquileno sustituido;

R es H, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido;

R: &s opcional, y cuando ssta presente, es H, un grupo protector de
amino, resina, aminoacido, polipéptido o polinucleétido; y

R: es apcional, y cuando esta presente, es QH, un grupo protector de
éster, rasina, aminoacido, polipéptido o polinucleétido;

L es alquileno, alquileno sustituido, N(R’)(alquileno) o N(R')(alquileno
sustituido), en los que R" s H, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo, o
cicloalquilo sustituido.

Ademas, estan incluidos amincacidos que tienen la estructura de
formula (XVII):

R O
R,
M 0]

R, N

~3 A r

T3\
R
R|\N R,
H
0 (XVID),

Ty
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en la que:

A es opcional, y cuandn esta presente es alquileno inferior, alquileno
inferior sustituido, cicloalquileno inferior, cisloalquileno inferior sustituido,
alquenileno  inferior,  alquenileno  inferior  sustituido,  alquinileno,
heteroalquileno inferior, heteroalquileno  sustituide, heterocicloalquilzno
inferior, heterocicloalquiieno inferior sustituido, arileno, arileno sustituido,
heteroarilenn, heteroariieno sustituido, alcarilzeno, alcarileno sustituido,
aralquilzno o aralquileno ‘sustituido;

o ® (V)]

d‘]'\" /R, A N ,.\,(ll)p
. {,c—.-—c.\.»_é ® o .c::c\—g by . _..c\—u:-—-% (b) % ¢l*\\——<—§ Q)
M es -C(Rs)-, @% "R , ® z Iy , @E T , &% R
® k
o) e ®eon e
wan Ry ' Ik \ / 3 . o~ / .
| 7 S C—3 (b o—C—3 (L) beeC—2 (0)
/C’——— "—-—g (L)) / | 5
RN £ 4 A
[} o~ W R Y,
® (8) , &) , or () ,

en el que (a) indica la unidn al grupo A y (b) indica la unién a grupos
carbonilo respactivos, R; y Rs se eligen independientemente de H, haldgeno,
alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido, o Ry y Ry o dos
grupos R: o dos grupos R4 forman opcionalmentz un cicloalquilo o un
heterocicloalquilo;

R es H, halégeno, élquilo, alquilo sustituido, ciclealquilo o ciclealquilo
sustituido;

Tz es un enlace, C(R)(R), O, 0 S, y R es H, haldgeno, alquils, alquilo
sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido;

Ry es opcional, y cuando estad presente, #s H, un grupo protector de
amine, resina, aminoacide, polipéptido o polinucledtido; y

ACD
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R: es op=ional, y “c.uando asta presente, es OH, un grupo protector de
éster, resina, aminoacido, polipéptido, o polinucleétido.

Ademas, estan incluidos los aminoacidos que tienen la estructura de
férmulta (XVIII): |

0 (XVIID),

donde 0} ® ‘,(\‘,’\),\ ®
[V Veva) VAR

Ao tte Jhoede ko
Mes : -CRy-, @2 ™ & (“)'37 Ry (a)‘?l; ry (.1)%7 Ry ,

NS R,'

® ® R
) e (bS)JJ Ry JJ\\ Jl '
VA . S s—3—3 ©)
c C=c—3 O) 0-——-:—3 (& |
N A I ana
R, U WA
e G @ o @

en la que (a) indica la unién al grupo A y (b) indica la unién a grupos
carbonilo respectivos, R; y Ry se eligen indzpendientemente de H, haldgsno,
alquilo, alquilo sustituide, cicloalquilo @ cizloalquilo sustituido, o R; y Ry ¢ dos
grupos F; o dos grupos Ry forman opcionalmente un cicloalquilo o un
heterocicloalquilo;

R es H, halégeno, aiquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo
sustituido;

T3 es un enlace, C(R)(R), O, 0 S, y R &s H, halégeno, alquilo, alquilo
sustituido, cicloalquilo o cicl@alquilo sustituido;

R1 es opcional, y cuando esta presents, as H, un grupo protector de
amino, resina, aminoasido, palipéptido o polinucledtido: y
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R: &s opcional, y cuando esta presente, es OH, un grupn protector de
éster, resina, aminoacido, polipéptido o polinucleétido;

cada R, se selecciona independientemente del grupo que consiste en
H, halégeno, alquilo, alquilo sustituido, -N(R’)., -C(O)R' enelque kes 1,26
2, -C(O)N(R")2, -OR’, y -S(O)R’, en los que cada R’ s independientemente
H, alquilo, o alquilo sustituido.

Ademas, estan incluidos las aminoacidos que tienen la estructura de
férmula (X1X):

Ry~ R,

IZ

en la que:

R es H, haldégeno, alquile, alquilo sustituido, cicloalquilo o cicloalquilo
sustituido; y

T;esOo0S.

Ademas, estan incluidos los aminnacidos que tienen la estructura de
férmula (XX): |

enlaque: R esH, halégeno, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo, o
cicloalquilo sustituido.

Ademas, estan incluidos los siguientes aminoacidos que tienen
estructuras de formula (XXI):
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0

¢J L
Rl\g 0 " .

En algunas realizacion=s, un polipéptido que comprende un
aminoacido no natural s= maodifica quimicamentz para generar un grupo
funcional carbonilo o dicarbonilo reactivo. Por gjemplo, puede generarse una
funcionalidad aldehido Util para reaccionzs de conjugacién a partir de una
funcionalidad qu= tiene Qrupos amino & hidraxilo adyacentes. Cuando la
mol&cula biolégicamente activa =s un polipéptido, por ejemplo, puede usarsa
una serina o treonina N-terminal (qu2 puede estar presente normalmente o
puede exponerse por medio de digestién quimica o enzimatica) para generar
una funcionalidad aldehido en condicionas de escisidn oxidativa suaves
usando peryodato. Véansé, por gjemplo, Gaertner, &t. al., Bioconjug. Chem.
3. 262-268 (1992); Geoghegan, K. & Stroh, J., Binconjug. Chem. 3:138-143
(1992); Gaertner et al., J. Biol. Chem. 260:7224-7230 (1994). Sin embargo,
los métodos conccidos en la técnica se limitan al aminoacido en el extremo
N-terminal del péptido o 1a proteina.

En la presente invencidn, un aminoacido no natural que lleva grupos
hidroxilo y amino adyacentes puede incorporarse en el polipéptido como una
funcionalidad aldehido “enmascarada”. Por ejamplo, la 5-hidroxilisina lleva
un grupo hidroxilo adyacente a la amina épsilon. Las condiciones de
reaccidén para generar 2l aldzhido implican normalmente la adicién de un
exceso molar de metaperyodato de sodio en condiciones suaves para avitar
la oxidacién en otros sitios dentro del polipéptido. Elf pH de la reaceién de
oxidacion es normalmente de aproximadamente 7,0. Una reaccion tipica

implica la adicion ds un evceso molar d= aproximadaments 1,5 de
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metaperyodato de sod‘io a una disolucion tampeonada del polipéptido,
seguido por incubacidn durante aproximadamente 10 minutos en la
oscuridad. Véase, por gjemplo la patente estadcunidense n.® 5.423.685. La
funcionalidad carbonilo o dicarbonilc  pusde hacerse reaccionar
selectivamenta con un reactivo qus contiene hidroxilamina en condiciones
suaves en disolucién acuosa para formar la unién oxima correspondiente
que 2s estable en condiciones fisioldgizas. Véanse, por gjemplo, Jencks, W.
P., J. Am. Chem. Soc. 81, 475-181 (1959); Shao, J. y Tarn, J. P., J. Am.
Chem. Sox. 117:3893—3899 (1995). Ademas, la reactividad tnica del grupo
carhonilo o dicarbonilo permit= la modificacién selectiva en prasencia de las
otras cadenas laterales de aminoacido. Véanse, por ejemplo, Cornish, V. W.,
&f al., J. Am. Chem. Soc. 118:81580-8151 (1996); Geoghegan, K. F. & Stroh,
J. G., Bioconjug. Che.m,‘3:138-‘l46 (1992); Mahal, L. K., et al., Science
276:1125-1128 (1997).

Estructura y sintesis ds aminocacidos no naturales: aminoacidos que
contiznen hidroxilamina

La solicitud pravisional de patente estadounidense n.® 60/638.418 se
incorpora como referencia en su totalidad. Por tanto, las descripciones
proporcionadas en la Seceién V (titulada “Amincécidos no naturales”), Parts
B (titulada: “Estructura y sintesis de aminoacidos no naturales: aminoacidos
que contienen hidrovilamina”), en la solicitud provisional de patente
estadounidense n.” 60/838.418 sg aplican completamente a las métodos, las
composiciones (incluyendo las formulas 1-XXXV), técnicas y estrategias para
preparar, purificar, caracterizar y usar aminoacidos no naturales,
polipéptidos con amincacidos no naturales y polipéptidos con aminoacidos
no naturales modificados descritos en el presente documento en la misma
medida que si tales descripciones se presentaran totalmentz 2n el present2
documento. Las publicacionas de patente  estadounidense n.°
2006/0144256, 2005/0217532 y 2008/021728¢ y el documento WO

2006/069246 titulado “Compositions containing, methods involving, and uses
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of non-natural amino acids and polypeptides”, también se incorporan al

presente documento como refarencia en su totalidad.

SINTESIS QUIMICA DE AMINOACIDOS NO NATURALES

Muchos de los aminoacidos no naturales adecuados para su uso en
la presente invencidn estan disponibles comercialmente, por ejempio, de
Sigma (EE.UU.) o Aldrich (Milwaukee, WI, EE.UU.). Los que no estan
disponibles comercialments se sintetizan opcionalments tal como se
proparcicna an el presente documento 0 segun se proporciona en diversas
puklicaciones o usando niétodos habituales conocidos por los expertos &n la
técnica. Para las técnicas de sintesis organica, véanse, por gjzmplo, Organic
Chemistry de Fessendon y Fessendon, (1982, segunda edicion, Willard
Grant Press, Boston Mass); Advanced Qrganic Chemistry de March (tercera
edicién, 1985, Wiley and Sons, Nueva York); y Advanced Organic Chemistry
de Carey y Sundberg (tercera edicion, Partes A y B, 1990, Planum Press,
Nueva York). Publicaciones adicionales que describen la sintesis de
aminoacidos no naturales incluyen, por ejemplo, el documento WO
2002/085923 titulado “In 'vivo incorporation of Unnatural Amino Acids”
Matsoukas &t al, (1965) J. Med, Chem., 28, 46A80-4869; King, F.E. & Kidd,
DAA. (1949) A New Synthesis of Glutamine and of O-Dipeptides of
Glutamic Acid from Phthiléted Intermediates. J. Chem. Soc, 3315-3319;
Friedman, O.M. & Chatterrji, R. (1959) Synthesis of Derivatives of Glutamine
as Model Substrates for Anti-Tumor Agents. J. Am. Chem. Soc. 81, 3750-
3752, Craig, J.C. el al. (1988) Absclute Configuration of the Enantiomers of
7-Chloro-4 [[4-(diethylamine)-1-methylbutyl]amino]quinoline (Chloroquine). J.
Org. Chem. 53, 1187-1170; Azoulay, M., Vilmont, M. & Frappier, F. (1991)
Glutamine analogues as Potential Antimalarials, Eur. J. Med. Chem. 26, 201-
5; Koskinen, AMP. & Répoport, H. (1989) Synthesis of 4-Substituted
Prolines as Conformationally Constrained Amino Acid Analogues. J. Org.
Chem, 54, 1859-1863; Christiz, B.D. & Rapoport, H. (1985) Synthesis of
Ortically Purz Pipecolates ‘from L-Asparagine. Application to the Total

A
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Synthesis of (+)-Apovincamine through Amino Acid Decarbonylation and
Iminium lon Cyclization. J. QFR. Chem. 50:1239-1246; Barton et al., (1987)
Synthesis of Novel alpha-Amino-Acids and Derivatives Using Radical
Chemistry: Synthssis of L- and D-alpha-Amino-Adipic Acids, L-alpha-
aminopimelic Acid and Appropriate Unsaturated Derivatives. Tetrahedron
43:4207-4308; y, Subasinghs &f al., (1992) Quisqualic acid analogues:
synthesis of beta-hetero;:yclic 2-aminopropanoic acid derivatives and their
activity in a novel quisqualate-sensitized site. J, Med, Chem, 35:4602-7.
Véase también, la publicacién de patsnte estadounidense n.® US
2004/0198A37 titulada “Protein Arrays”, que se incorpora como referencia al
presente documento.

A. Grupos reactivos carbonilo

Los aminoacidos con un grupo reactivo carbonilo permitzn una
variedad de reacciones para unir molésulas (incluyendo, pero sin limitarse a,
PEG u otras moléculas solubles en agua) por medio de rzacciones de
adicion nucledfila o de condensacién aldélica entre otros.

Los aminoacidos que contien=n carbonilo a modo de gjemplo pueden
representarse tal como sigue:

(CHo),,R1COR,

R3HN COR4 '

en la que n &s de 0-10; Ry &s un alquilo, arilo, alquilo sustituide o arilo
sustituido; R- es H, alquilo, arilo, alquilo sustituido y arilo sustituido; y R; es
H, un aminoacido, un polipéptido o un grupo de modificacién de extremo
amino terminal, y Ry &s H, un aminoacido, un polipéptido o un grupo de
modificacién de extremo carbovilo tarminal. En algunas rzalizaciones, n es

1, Ry es fenilo y Rz s un alquilo simple (es decir, metilo, etilo o propilo) y el
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resto de cetona se sitla en la posicion para con raspecto a la cadena lateral
de alquilo.

En algunas realizaciones, n es 1, Rq &s fenilo y Rz es un alquilo
simple (es decir, metilo, etilo o propilo) y el resto de cetona se sitta en la
posicion meta con respecto a la cadena lateral de alquilo.

La sintesis de *-acetil-(+/-)-fenilalanina y m-acetil-(+/-)-fenilalanina se
describe en Zhang, Z., &t al., Biochemistry 42: 3735-6746 (2003), que se
incorpora como referencia al presente documento. Otros aminoacidos que
contienan carhonilo pueds prepararlos de manera similar un experto en la
técnica. En algunas realizacionas, un polipéptido que comprende un
aminoacido no codificado de manera natural se modifica quimicamente para
generar un grupo funcional carbonilo reactivo. Por gjemplo, puede generarse
una funcionalidad aldehido util para reacciones de conjugaciéon a partir de
una funcionalidad que tiene grupo amino & hidrovilo adyacentes. Cuando la
molécula biolégicamente activa s un polipéptido, por gjemplo, puede usarse
una serina o treonina N-terminal (que puede estar presente normalments o
puede exponerse por medio de digestion quimica o enzimatica) para generar
una funcionalidad aldehido en condiciones de escisién oxidativa suaves
usando peryedate. Véanse, por ejemplo, Gaertner, &t al., Bioconjug. Chem.
3: 232-268 (1992); Geoghegan, K. & Stroh, J., Bioconjug, Chem. 3:138- 148
(1992); Gaertner &t al., J. Biol. Chem. 239:7224-7230 (1994). Sin embargo,
los métodns conosidos en la técnica se limitan al aminoacido en el extremo
N-terminal del péptido o la proteina.

En la presente invencién, un amincacido no codificado de manera
natural que lleva grupos hidroxilo y amino adyacentes puede incorporarse en
el polipéptido como una funcinnalidad aldehido “enmascarada’. Por gjemplo,
la &~hidroxilisina llava un gftlpo hidroxilo adyacente a la amina é&psilon. Las
condiciones de reaccién para generar 2l aldehido implican normalmente la
adicién de un exceso molar de metaparyodato de sodio en condiciones
suaves para evitar la ovidacidn en otros sitios dentro del polipéptido. EI pH

de la reaccion de ovidacion es normalmente de aproximadamente 7,0. Una
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reaccion tipica implica Ié adicién de un exceso molar de aproximadamente
1,56 de metaperyodato deg sodio a una disolucién tamponada del polipéptido,
seguido por insubacidon durantz aproximadamente 10 minutos en la
oscuridad. Véase, por ejemplo la patente estadounidense n.® 8.423.685 que
se incorpora al prasente documanto como referencia.

La funcionalidad carhonilo puede hacerse reaccionar selectivamente
con un reactivo que contiene hidrazina, hidrazida, hidroxilamina o
semicarbazida en condiciones suaves en disoluciéon acuosa para formar las
uniones  hidrazona, oxima o semicarhazona  correspondientes,
respectivamente, que son estables en condicionas fisiolégicas. Véanse, par
gjemplo, Jencks, W. P., J. Am. Chem. Scc. 81, 475-481 (1959); Shao, J. y
Tarn, J. P, J. Am. Chem. Soc. 117:3893-3899 (1995). Ademas, la
reactividad Gnica del grupo carbonilo parmitz la modificacion selectiva en
presencia de las otras cadenas lat=ralzs de aminoacido. Véanse, por
gjemplo, Cornish, V. W., &t al,, J. Am. Chem. Soc. 118:8150-8151 (1993);
Geoghegan, K. F. S Stroh, J. G., Bioconjug. Chem, 2:138-146 (1992); Mahal,
L. K., &t al., Science 278:1125-1128 (1997).

B. Grupos reactivos hidrazina, hidrazida o semicarbazida

Los aminoacidos nd codificados de manera natural que contienen un
grupo nucledfilo, tal como una hidrazina, hidrazida o semicarbazida,
permiten la reaccién con una variedad de grupos electréfilos para formar
conjugados (incluyendo, pero sin limitarse a, con PEG u otros polimeros
solubles &n agua). Los aminoacidos que contienen hidrazina, hidrazida o

semicarbazida a modo de ejemplo pueden reprasentarse tal como sigue:

(CH2)R1X-C(O)-NH-HN,

RoHN COR;

16
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en la que n es d= 0-10; Ry 2s un alquilo, arilo, alquilo sustituido o arilo
sustituido o no &sta presente; X, es O, N, 0 S 0 no esta presente; Rz es H,
un aminoacido, un polip&ptido o un grupo de modificacién de extremo amino
terminal, y Rz es H, un aminoacido, un polipéptidoc o un grupo de
madificacidén de extremo sarboyilo terminal.

En algunas realizacionas, n es 4, Ry no esta presente, y X es N. En
algunas realizaciones, n es 2, Ry no esta presente, y X no =sta presente. En
algunas realizaciones, nes 1, R[ es fenilo, X es O, y el atomo de oxigeno se
sitla en para con respecto al grupo alifatico en el anillo de arilo.

Los aminnacidns que contienen hidrazina, hidrazida o semicarbazida
estan disponibles de fuentes comerciales. Por sjemplo, L-glutamato--
hidrazida esta disponible de Sigma Chemical (St. Louis, MQ). Otros
aminoacidos no disponibles comercialmente puede prepararlos un experto
&n la técnica. Véase, por gjemplo, la patente estadounidense n.” 6.281.211,
que se incorpora como referencia al presente documento.

Los polipdptidos que contienen aminoacidos no codificados de
manera natural que llevan funcionalidades hidrazida, hidrazina o
semicarbazida pusde hacerse reaccionar eficaz y selectivaments con una
variedad de moléculas qu= contiznen aldehidos u otros grupos funcionales
con reactividad quimica similar. Véase, por ejemplo, Shao, J. y Tarn, J., J.
Am. Chem. Soe. 117:3893-3899 (1965). La reactividad Unica de los grupos
funcionales hidrazida, hidrazina y semicarbazida los hace significativamenta
mas reactivos frentz a aldehidos, cetonas y otros grupos electrédfilos en
comparacién con los grupos nucledfilos presentzs en los 20 aminoacidos
comunes (incluyendo, pero sin limitarse a, el grupo hidroxilo de serina o

treonina o los grupos aminc de lisina y 2l extremo N-terminal).

C. Aminoécidos qu= contienen aminooxilo
Los aminoacidos no codificados de manera natural que contienen un
grupo aminooxilo (tambi#n dznominado una hidroxilamina) permiten la

reaccion con una variedad de grupos electréfilos para formar conjugados
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(incluyendo, pero sin limitarse a, con PEG u otros polimeros solubles en
agua). Como las hidrazinas, hidrazidas y semicarbazidas, la nucleofilia
potenciada del grupo aminooxiln le permite reaccionar eficaz y
selectivamente con una variedad de moléculas que contiensn aldehidos u
otros grupos funcionalés con reactividad quimica similar. Véanse, por
gjemplo, Shao, J. y Tarn, J., J. Am. Chem Soc. 117:3863-326% (1965); H.
Hang y C. Bertozzi, Ace. Chem. Res. 34: 727-734 (2001). Mientras que el
resultado de la reaccién con un grupo hidrazina es la hidrazona
correspondiente, sin embargo, generalmente resulta una oxima de la
reaccion de un grupc aminooxilo con un grupo que contiene carbonilo tal
cOmo una cetona.

Los aminoacidos que conticnen grupos aminooxilo a modo de

gjemplo pueden representarse tal como sigue:

(CHZ)HR l'x'(CHQ)l'n'Y'O‘NHZ
R2HN COR;

en la qua n &s de 0-10; Ry 2s un alquilo, arilo, alquilo sustituido o arilo
sustituido o no esta presentz; X s O, N, S 0 no esta presente; m es de 0-10;
Y = C(0O) o no estad presente; Ra s H, un aminoacido, un polipéptido o un
grupo de medificacién de extremo amino terminal, y R; &s H, un aminoacido,
un polipéptido o un grupo‘ de modificacion de extremo carbovilo terminal. En
algunas realizaciones, n es 1, Ry es fenilo, X es O, m &s 1, & Y esta
presente. En algunas realizaciones, n és 2, R| y X no estan presentes, m &s
0, e Y no esta presente.

Los aminoacidos que contizn=n aminooxilo pueden prepararse a
partir de precursores de aminoacido facilmente disponibles (homoserina,
ssrina y treonina). Véase, por ejemplo, M, Carrasco y R. Brown, J Org.
Chem. 38; §852-3858 (éOOS-). Determinados aminoacidos que contienen

aminoovilo, tales coma acido L-2-amino-4-(aminooxi)butirico), se han aislada
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de fuentes naturales (Rosenthal, G., Life Sci. A0: 1835-1641 (1867). Otros
aminoacidos que contienen amincoxilo puede prepararlos un experto =n la
técnica.

D. Grupos reactivos azida y alquino _

La reactividad Unica de los grupos funcionales azida y alquino los
hace extremadamente Gtiles para la modificacién selectiva de polipéptidos y
otras moléculas biolégicas. Las azidas orgénicas, particularments las azidas
alifaticas, y los alquinoé son generalments estables frente a condiciones
quimicas reactivas comunes. En particular, los grupos funcionales tanto
azida como alquino son inertes frente a las cadenas laterales (es decir,
grupos R) de los 20 aminoacidos comunes que se encuesntran en los
polipéptidos que se producen de manera natural. Sin embargo, cuando se
ponen &n estrecha proximidad, la naturaleza “accionada por resorte” de los
grupos azida y alquino se revela y reaccionan selectiva y eficazments por
medio de la reaccién de éiu:loacjicién [3+2] de Huisgen para generar ¢l triazol
correspondignte. Véanse, por ejempla, Chin J., ef al, Science 301: 964-7
(2003); Wang, Q., ef al, J. Am. Chem. Soc. 125, 3162-3163 (2003j); Chin, J.
W., st al. J. Am. Chem. Soc. 124:9026-9027 (2002).

Dado que la reaccién de cicloadicion de Huisgen implica una reaccién
de cicloadicién selectiva (véanse, por ejemplo, Padwa, A., en
COMPREHENSIVE ORGANIC SYNTHESIS, Vol. 4, (ed. Trost, B. M., 1991),
pags. 1069-1109; Huiégen, R. e&n 1,3-DIPOLAR CYCLOADDITION
CHEMISTRY, (ed. Padwa, A., 1984) , pags. 1-176) &n vez de una sustitucion
nucledfila, la incorporacion de aminoacidos no codificados d= manera
natural que llevan cadenas laterales que contienen azida y alquino permite
que se modifiquen selectivaments los polipéptidos resultantes en la posician
del aminoacido no codificado d= manara natural. La reaccion de cicloadicion
que implica polipéptido bG-CSF que contiene azida o alquino pueds llevarse
a cabho a temperatura ambiente en condiciones acuosas mediante la adicion

de Cu(ll) (incluyendo, pero sin limitarse a, =n forma de una cantidad
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catalitica ds CuS0Q,) en presencia de un agente redustor para reducir Cull)
a Cu(l), in situ, en cantidad catalitica. Véanse, por ejemplo, Wang, Q., et al,
J. Am. Chem. Soc. 125, 2192-3193 (2003); Tornoe, C. W., ef al.,, J. Org.
Chem. 67:3057-3064 (ﬁ002); Rostovisev, &t al., Angew. Chem. Int. Ed.
41:2566-2509 (2002). Los agantes reductores a modo de ejemplo incluyen,
incluyendo, pero sin limitarse a, ascorbato, cobre metalico, quinina,
hidroquinona, vitamina K, glutatién, cisteina, Fe**, Co®*, y un potencial
eléctrico aplicado. |

En algunos casns, en los que se desea una reaccidn de cicloadicién
[3+2] de Huisgen entre una azida y un alquino, el polipéptido bG-CSF
comprende un aminoacido no codificado de manera natural que comprende
un resto alquino y el polimero soluble en agua que va a unirse al aminoacido
comprende un resto azida. Alternativamente, también puede llevarse a cabo
la reaccion opuesta (es decir, con el resto azida &n el aminoacido y €l resto
alquino presente en =l polimero soluble en agua).

El grupo funcional azida también puede hacerse reaccionar
selectivamente con un polimero soluble en agua que contiene un éster
arilico y funcionalizarse apropiadamante con un resto aril-fosfina para
generar una union amidé. El grupo aril-fosfina reduce la azida in situ y la
amina resultante reacciona entonces eficazmente con una unién éster
proximal para generar la amida correspondiente. Véase, por ejemplo, E.
Saxon y C. Bertozzi, Science 287, 2007-2010 (2000). ElI aminoacido que
contiene azida puede ser o bien una alquil-azida (incluyendo, psro sin
limitarse a, acido 2-amino-8-azido-1-hevanoico) o bien una aril-azida p-
azido-fenilalanina).

Los polimeros solubles en agua que contiznen un éster arilico y un
resto fosfina a modo de ejemplo pueden representarse tal como sigue;
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en la que X puede ser O, N; S 0 no esta presente, Ph es fenilo, W es
un polimero soluble &n agua y R puede ser H, grupos alquilo, arilo, alquilo
sustituido y arilo sustituido. Los grupos R a madae de =jemplo incluyen pero
no se limitan a -CH., -C(CHz)s, -OR’, -NR'R”, -SR’, -halégeno, -C(O)R’, -
CONR'R", - §(0O):R’, -S{(O):NR'R”, -CN y -NOz. R, R", R” y R™ s& rzfieran
cada uno independizntemente a hidrégeno, heteroalquilo sustituido o no
sustituido, arilo sustituido o no sustituido, incluyendo, pero sin limitarse a,
arilo sustituido con 1-3 halégenos, alquile sustituido o no sustituido, grupos
alcoxilo o tioalcoxilo, o grupes arilalquilo. Cuando un compuesto de la
invencién incluye mas de un grupo R, por gjemplo, cada uno de los grupos R
se selecciona independfentemente cada uno como lo son los grupos R, R”,
R™y R" cuando mas de uno de estos grupos esta presente. Cuando R’y R”
s& un=n al mismo atomo de nitrogeno, pueden combinarse con el atomo de
nitrébgeno para formar un anillo de 5, 8 6 7 miembros. Por ejemplo, -NR'R”
pretende incluir, pero no limitarse a, 1-pirroliclinilo y 4-morfolinilo. A partir de
la discusién anterior de sustituyentes, un experto en la técnica entendera
que 2l término “alquilo” pretende incluir grupos que incluyen atomos de
carbono unidos a grupos distintos a grupos hidrég=zno, tales como
halealquilo (incluyendo, pero sin limitarse a, -CF3 y -CH:CF:) y acilo
(incluyendo, pero sin limitarse a, -C(Q)CH,;, -C(O)CF;, -C(O)CH,QCH3;, v
similares).

El grupo funcional azida también puede hacerse reaccionar
selectivamente con un polimero soluble en agua qua contiene un tioéster y
funcionalizarse apropiadamente con un resto aril-fosfina para generar una
unién amida. El grupo aril-fosfina reduce la azida in situ y la amina resultante
reacciona entonces eficézmente con la unién tioéster para generar la amida
correspondiente. Los palimeros solubles &n agua que contienen un tioéster y

un resto fosfina a modo de sjemplo puzden representarse tal como sigue:

S X,
Ph,P(H,C)” T w
s
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en la que n as ds 1-10; X puede ser Q, N, S o no esta presents, Ph
es fenilo, y W es un po|imero soluble &n agua.
Los aminoasidos que contienen alquino a modo de gjemplo pueden
representarse tal como sigue:

(CH2)nR1X(CH2), CCH

R,HN COR4

en la que n es de 0-10; Ry &s un alquilo, arilo, alquilo sustituido o arilo
sustituido o no esta presente; X es O, N, S o no &sta presente; m €s de 0-10,
R2 es H, un aminoacido, un polipéptido o un grupo de modificacion de
extremo amino terminal, y R; es H, un aminoacido, un polipptido o un grupo
de modificacién de evtremo carboyilo terminal. En algunas realizaciones, n
es 1, Ry es fenilo, X no esta presente, m es 0 y el resto acetileno se situa en
la posicidn para con respacto a la cadena lateral de alquilo. En algunas
realizaciones, n &s 1, Ry es fenilo, X es O, m es 1y &l grupo propargiloxilo
se sitia en la posicion para con respecto a la cadena lateral de alquilo (es
decir, O-propargil-tirosina). En algunas realizacionss, nes 1, Ry y X no
gstan presentes y m es 0 (es decir, propargilglicina).

Los aminoacidos que contienen alquino estdn  disponibles
comercialments.  Por  egjemplo, propargilglicina estd  disponible
comercialmente de Peptech (Burlington, MA). Alternativamente, los
aminoacidos que contienen alquine pu=sden prepararse segun métodos
hahituales. Por sjemplo, puede sintetizarse p-propargiloxifenilalanina, por
gjemplo, segun se describe en Deiters, A., et al, J. Am. Chem. Soc. 125:
11782-11783 (2003), y puede sintetizarse 4-alquinil-L-fenilalanina sagqun s2
describe en Kayser, B., et en, Tetrahedron 53(7): 2475-2484 (1997). Un
exparto en la técnica puede preparar otros aminoacidos que contienen
alquino.
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Los aminoacidos que contiznen azida a modo de ejemplo pueden

representarse tal como sigue:

(CH2)nRiX{CH2)mN3
R,HN COR,

en la que n es de 0-10; Ry es un alquilo, arilo, alquilo sustituido, arilo
sustituido o no esta presente; X es O, N, S 0 no esta presents; m es de 0-10;
Rz es H, un aminoacido, un polipéptido o un grupo de modificacion de
extremo amino tarminal, y R; &s H, un aminoacido, un polipéptido o un grupo
de modificacién de extremo carbovilo terminal. En algunas realizaciones, n
es 1, Ry es fenilo, X no esta presente, m es 0 y el resto azida se sitla en
para con respecto a la cadena lateral de alquilo. En algunas realizaciones, n
&s de 0-4 y Ry y X no estan presentes, y m=0. En algunas realizaciones, n
es 1, Ry es fenilo, X es O, m es 2 y 2l resto O-azidostoxilo se situa en la
posicion para con respacto a la cadena lateral de alquilo.

Los aminoacidos que contienen azida sstan disponibles de fuentes
comerciales. Por ejemplo, puede obtenerse 4-azidofenilalanina de Chem-
Impex International, Inc. (Wood Dale, IL). Para aquellos aminoécidos que
contienen azida que no‘estén disponibles comercialmente, el grupo azida
puede prepararse de manera relativamente sencilla usando métodos
habituales conocidos por los expertos en la técnica, incluyendo, pero sin
limitarse a, por medio dz desplazamiento de un grupo saliente adecuado
(incluyendo, pero sin limitarse a, haluro, mesilato, tosilato) o por medio de la
apertura de una lactona protegida de manera adecuada. Véase, por
gjemplo, Advanced Organic Chemistry de March (tercera edicion, 1985,
Wiley and Sons, Nueva York).

E. Grupos reactivos aminotiol
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La reactividad unica de los grupos funcionales aminoticl beta-
sustituidos los hace extremadamente Utilzs para la modificacién selectiva de
polipéptidos y otras moléculas kioldgicas que contienen grupos aldehide por
medio dz la formacion ‘de la tiazolidina. Véase, por gjemplo, J. Shao y J.
Tarn, J. Am. Chem. Soc. 1995 117 (14) 3893-3699. En algunas
realizaciones, los aminoacidos de aminotiol beta-sustituidos pusden
incorporarse &n polipébtidos bG-CSF y entonces hacerse reaccionar con
polimeros solubles en agua que comprznden una funcionalidad aldehido. En
algunas realizaciones, un polimero soluble en agua, conjugado de farmaco u
otra carga Util puede acoplarse a un polipéptido bG-CSF que comprendz un
aminoacido de aminotiol beta-sustituido por medio dz la formacién da la
tiazolidina.

F. Grupos reactivos adicionales

Los grupos reactivos adicionales y amincacidos no codificados de
manera natural, incluyendo, pero sin limitarse a, para-amino-fenilalanina,
que pueden incorporarse en polipéptidos bG-CSF d= la invencién se
describan &n las siguientes solicitudes de patente gque se incorporan todas
como referencia en su totalidad al presente documento: publicacién de
patente estadounidense n.® 2006/0194253, publicacién de patente
astadounidense n.® 2006/0217532, publicacion de patente estadounidense
n.® 2006/0217289, patente provisional estadounidense n.* B0/755.338;
patente provisional estadounidense n.® A0/755.711; patente provisional
estadounidense n.° A0/755.018; solicitud de patente internacional n.°
PCT/US06/49397; documento WQ 2006/069245; patente provisional
estadounidense n.° 60/743.041; patente provisional estadounidense n.?
A0/743.040; solicitud de patent= internacional n.® PCT/US06/47822; patente
provisional  estadounidense n.® A0/382.819;, patente  provisional
estadounidznse n.® 80/832.500; y patente provisional estadounidense n.?

60/870.594. Estas solicitudes también tratan de grupos rzactivos que
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pueden estar presentes en PEG u otros pelimeros, incluyendo, pero sin
limitarse a, grupos hidroxilamina (aminoovilo) para su conjugacion.

CAPTACION CELULAR DE AMINOACIDOS NO NATURALES

La captacién de amincacidos no naturales por una célula &s una
cuestion que se considera normalmente cuando se disefian y seleccionan
aminoacidos no naturales, incluyendo, pero sin limitarse a, para su
incorporacién en una proteina. Por gjemplo, la alta densidad de carga de los
O-aminoacidos sugiere‘que e€s improbable que estos compuestos sean
permeables a las células. Los aminoacidos naturales se captan en la célula
eucariota por medio de una coleccion de sistemas de transporte basados en
proteinas. Puede realizarse un examen rapido que evalle qué aminoacidos
no naturales, si alguno, se captan por las células. Véanse, por gjemplo, los
ensayos de toxicidad en, por egemplo, la publicacion de patente
estadounidense n.° US 2004/0198627 titulada “Protein Arrays” que se
incorpora como referencia al presente documento; y Liu, D.R. & Schultz, P.
G. (1999) Progress toward the evolution of an organism with an expanded
genetic code. PNAS United States 96:4780-4785. Aunque la captacién se
analiza facilmente con diversos ensayos, una alternativa al disefio d=
aminoacidos no naturales que son adecuados para rutas de captacion

celular es proporcionar rutas hiosintéticas para crear aminoacidos in vivo.

BIOSINTESIS DE AMINOACIDOS NO NATURALES

Ya existen muchas rutas biosintticas en células para la produscién
de aminoacidos y otros compuestos.' Aunque puede no existir en la
naturaleza un método biosintético para un aminoacido particular no natural,
incluyendo, pero sin limitarse a, en una célula, la invencién proporciona tales
métodos. Por gjemplo, sé generan opcionalmente rutas biosintéticas para

aminoacidos no naturales en células huésped mediante la adiciéon de nuevas
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enzimas o la modifizacion de rutas de células huésped existentes. Nusvas
enzimas adicionales son opcionalmente enzimas que se producen de
manera natural o enzimas desarrolladas artificialmente. Por ejemplo, la
hiosintesis de /7-aminofenilalanina (tal como se presenta en un ejamplo en
el documento WO 2002/085923 titulado “In vivo incorporation of unnatural
amino acids”) se basa en la adicidon de una combinacidn de enzimas
conocidas a partir de otros organismos. Los genes para estas enzimas
pueden introducirse en una célula sucariota mediante transformacion de la
célula con un plasmido que comprende los genes. Los genes, cuando se
exprasan en la célula, proporcionan una ruta enzimatica para sintetizar el
compuesto deseado. Se facilitan ejemplos de los tipos de enzimas que se
afladen opcionalmente en los gjemplos a continuacion. Se encuentran
secuencias de enzimas adicionales, por 2jemplo, en Genbank. Las enzimas
desarrolladas artificialmente también se afaden opcionalmente en una
célula de la misma manera. De esta manera, se manipulan la maquinaria y
los recursos de una célula para producir aminodacidos no naturales.

Una varizdad de metodos estan disponibles para producir enzimas
novedosas para su uso 2n rutas biosintéticas o para ¢l desarrcllo de rutas
existentes. Por gjemplo, la recombinacién recursiva, incluyendo, pero sin
limitarse a, segun se désarrolla por Maxygen, Inc. (disponible en la World
Wide Web en maxygen.com), se usa opcionalmente para desarrollar rutas y
enzimas y novedosas. Véanse, por ejemplo, Stemmer (1894), Rapid
evolution of a protein in vitro by DNA shuffling, Nature 370(4):389-391; v,
Stemmer, (1994), DNA shuffling by random fragmentation and reassembly:
In vitro recombination for molecular evolution, Proc. Natl. Acad. Sci. USA.,
91:10747-10751. De manera similar DesignPath™, desarrollado por
Genencor (disponible en la World Wide Web &n genencor.com) s2 usa
opcionalmente para la ingenigria genética d= rutas metabélicas, incluyendo,
pero sin limitarse a, modificar mediante ingenieria genética una ruta para
crear O-metil-L-tirosina &n una célula. Esta tecnologia reconstruye rutas

evistentes en organismos huésped usando una combinacidn de nusvos
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genes, incluyendo, péro sin limitarse a, los identificados a través de
gendmica funcional, y desarrollo y disefio moleculares. Diversa Corporation
(disponible en la World Wide Web en diversa.com) también proporciona
tecnologia para examinar rapidaments hibliotecas de genes y rutas génicas,
incluyendo, pero sin limitarse a, para crear nusvas rutas.

Normalments, el aminoacido no natural producido con una ruta
hiosintética modificada por ingenieria genética de la invencién se produce en
una concentracién suficiente para la biosintesis eficaz de proteinas,
incluyendo, pero sin limitarse a, una cantidad celular natural, pero no hasta
un grado tal que afecte a la concentracion de los otros aminoacidos o agote
las fuentes celulares. Las concentraciones tipicas producidas in vivo de esta
manera son de aproximadamente 10 mM a aproximadamente 0,05 mM. Una
vez que se transforma una célula con un plasmido que comprende los genes
usados para producir enzimas descadas para una ruta especifica y se
genera un aminoacido no natural, se usan opcionalmente selecciones in vivo
para optimizar adicionalmante la produccion del aminoacido no natural tanto

para la sintesis ribosémica de proteinas como para el crecimiento celular.

POLIPEPTIDOS CON AMINOACIDOS NO NATURALES

La incorporacion de un aminoacido no natural puede realizarse para
una variedad de fines, incluyendo, pero sin limitarse a, dissfar a medida
cambios en la estructura y/o funcidén de prot=inas, cambiar &l tamafo, la
acidez, nucledfilia, puentes d= hidrégeno, hidrofobicidad, accesibilidad de
sitios diana de proteasas, direccionamiento a un resto (incluyendo, pero sin
limitarse a, para una matriz proteica), afadir una molécula biolégicamente
activa, unir un polimero, Qnir un radionuiclido, modular la semivida en suero,
modular la penetraciéon en tejido (por ejemplo, tumores), moedular el
transporte activo, modular la especificidad o distribucion tisular, e=lular u
organica, modular la inmunogenicidad, modular la resistencia a proteasa,
etc. Las proteinas que incluyen un aminoacido no natural pueden tener

propiedades biofisicas o cataliticas megjoradas o incluso completamente
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nuevas. Por egjemplo, las siguientes propizdades se modifican
opcionalmante mediante la inclusién de un aminoacido no natural &n una
proteina:; toxicidad, biodistribucién, propiedades estructurales, propiedades
espectroscopicas, propiedades quimicas y/o fotoquimicas, capacidad
catalitica, semivida (incluy=ndo, pero sin limitarse a, semivida &n suero),
capacidad para reaccionar con otras moléculas, incluyendo, pero sin
limitarse a, de formé covalente o no covalente, y similares. Las
composiciones que incluyen proteinas que incluyen al menos un aminoacido
no natural son Utiles para, incluyendo, pero sin limitarse a, terapéutica
novedosa, diagndstico, enzimas cataliticas, enzimas industriales, proteinas
de unidn (incluyendo, pero sin limitarse a, anticuerpos), e incluyendo, pero
sin limitarse a, el estudio de= la estructura y funcién de proteinas. Véase, por
ejemplo, Dougherty, (2000) Unnatural Amino Acids as Probes of Protein
Structure and Function, Current Opinion in Chemical Biclogy, 4.645-652.

En un aspecto de la invencidn, una composicién incluye al menos una
proteina con al menos uno, incluyendn, pero sin limitarse a, al menos dos, al
menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos siete,
al menos ocho, al menos nueve, 0 al menos diez 0 mas aminoacidos no
naturales. Los aminoacidos no naturales pueden ser iguales o diferentas,
incluyendo, pero sin limitarse a, puede haber 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 96 100
mas sitios diferentes &n la proteina que comprenden 1, 2,3, 4,5,6,7, 8,96
10 o mas aminoacidos no naturales diferentes. En otro aspecto, una
composicién incluye una prateina con al manos uno, pero menos que todos,
de un aminoacido particular presente en la protzina se sustituys por el
aminoacido no natural. Para una proteina dacda con mas de un aminoacido
no natural, los aminoacidos no naturales puedzn ser idénticos o diferentes
(incluyendo, pero sin limitarse a, la proteina pueden incluir dos o0 mas tipos
diferentes de aminoacidos no naturales, o pueden incluir dos del mismo
aminoacido no natural). Para una proteina dada con mas de dos

aminoacidos no naturales, los amincacidos no naturales pueden ser iguales,
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diferentes o una combinaciéon de multiples aminoacidos no naturales de la
misma clase con al menos un aminoacido no natural diferente.

Las protzinas o los polipéptidos de interés con al menos un
aminoacido no natural son una caracteristica de la invencién. La invencion
también incluye polipéptidos o proteinas con al menos un aminoacido no
natural producido usando las composiciones y los métodos de la invencion.
Un excipiente (incluyendo, pero sin limitarse a, un excipients
farmacéuticamente 'aceptable) también puede estar presente con la
proteina. |

Mediante la produccién de proteinas o polipéptidos de interés con al
menos un aminoacido no natural 2n células sucariotas, las proteinas o los
polipéptidos incluiran normalmente  modificacionzs postraduccionales
eucariotas. En determinadas realizaciones, una proteina incluye al menos un
aminoacido no natural y al manos una modificaciéon postraduccional que se
realiza in vivo mediante una célula eucariota, en la que la modificacion
postraducsional no s= realiza mediante una célula procariota. Por gjemplo, la
modificacion postraduccional incluye, incluyendo, pero sin limitarse a,
acetilacién, acilacion, ‘modificacion lipidica, palmitoilaciéon, adicion de
palmitato, fosforilacién, modificacién por unién de glicolipidos, glicosilacién, y
similares. En un aspecto, la modificacién postraduccional incluye la unién de
un oligosacarido (incluyendo, pero sin limitarse a, (GlcNAc-Man),-Man-
GlcNAc-GIeNAc)) a una asparagina mediante una unidén GlcNAc-asparagina.
Véase la tabla 1 que indica algunos =jemplos de olignsacaridos unidos a N
dz proteinas eucariotas (también pueden estar presentes residuos
adicionales, que no se muestran). En otro aspecto, la modificacidn
postraduccional incluye la unidn de un oligosacarido (incluyendo, pero sin
limitarse a, GaI-GaINAc,lGaI-GIcNAc, etc.) a una serina o treonina mediante
una unién GalNAc-serina o GalNAc-treonina, o una union GlcNAc-serina o
GIcNAc-treonina.
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TABLA 1. EJEMPLOS DE OLIGOSACARIDOS MEDIANTE ENLACE
GlecNAc

| TR l “ESTRUCTURA BASE ]
Manc 1-6<
G oateManoss | apee g g Manat-8
i Alka Mannss Mn:ll [[uA I'u/ - N]anﬁl -4'3'(1[ ,lu':'E-I __' (SICN/A':B] 'AS“
Mana1-3
Manx1-6
Hibrido . e Man 1-4315HAGR 143 AR 1-Asn
GlohAzf1-2 Marig 13+
i GleNAcp1-2 Mang1-6
Compieio o+ Manf1-4r3el AR -4 EleNART-Asn
GleHASE1-2 Mang1-3-
Manc.1-6
MHos . Manf1-4Glc  AcR | ~3IcHACRT-Azn
‘ Xyip1-2-"

Aun en otro aépecto, la modificacion postraduccional incluye
procesamiento proteolitico de precursores (incluyznde, pero sin limitarse a,
precursor de calcitonina, precursor de péptido relacionada con &l gen de
calcitonina, hormona preproparatiroidea, preproinsulina, proinsulina, prepro-
opiomelanocortina, proopiomelanccortina y similares), ensamblaje en una
proteina de multiples subunidades o =nsamblaje macromolesular, traduccion
en otro sitio en la célula (incluyendo, pero sin limitarse a, organulos, tales
como el reticulo endoplasmatico, el aparato de Golgi, &l nlcleo, lisosomas,
peroxisomas, mitocondria, cloroplastos, vacuolas, ets., o a través de la ruta
secretora). En determinadas realizaciones, la proteina comprende una
secuancia de secrecién o localizacidn, una cola de epitopo, una cola FLAG,
una cola de polihistidina, una fusiéon de GST, o similares.

Una ventaja de un aminoacido no natural es que presenta restos
quimicos adicionales que pueden usarse para afiadir moléculas adicionales.
Esas modificacionss pueden realizarse in vivo en una célula eucariota o no

eucariota, o in vitro. Por tanto, en determinadas realizaciones, la
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modificacién postraduccional es a través del aminoacido no natural. Por
ejemplo, la modificacidn postraduccional puede ser a través de una reaccidn
nuclesfilo-electréfilo. La mayoria de las reaccionss actualmente usadas para
la modificacion selectiva de proteinas implican la formacién de enlace
covalente entre parejas de reaccién nucledfila y electréfila, incluyendo, pero
sin limitarse a, la reaccidon de w-halocetonas con cadenas laterales de
histidina o cisteina. La s=lectividad en esos casos se detarmina mediante el
nimero y la accasibilidad de Ios residuos nucledfilos en la proteina. En
proteinas de la invencidn, pueden usarse otras reacciones mas selectivas
tales como la reaccion de un ceto-aminoacido no natural con hidrazidas o
compuestos de aminooxilo, in vitro & in vivo. Véase, por ejemplo, Cornish, et
al., (1996) J. Am. ’Chem‘. Soc. 118:8180-8151; Mahal, et al., (1997) Science.
276:11256-1128; Wang, =t al, (2001) Science 292:498-500; Chin, ot al.,
(2002) J. Am. Chem. Soc. 124:9026- 9027; Chin, &t al., (2002) Proc. Natl.
Acad. ScL. 99:11020-11024; Wang, =t al, (2003) Proc. Natl. Acad. SclL
100:56-61; Zhang, ef al., (2003) Biachemistry, 42:6735-6746; y Chin, et al.,
(2002) Science. 301: 964-7, todos los cualzs s incorporan como referencia
al presente documento. Esto permite &l marcaje selectivo de practicamente
cualquier proteina con una gran cantidad de reactivos incluyendo
fluoréforos, agentes de reticulacion, derivados de sacéridos y moléculas
citotoxicas. Véase también, la patente estadounidense n.® 6.927.042 titulada
“Glycoprotein synthesis”, que se incorpora como referencia al presente
documento. Tambhién puedan realizarse modificaciones postraduccionales,
incluyendo, pero sin limitarse a, a través d= un aminoacido azido, mediante
el ligadura de Staudinger (incluyendo, pero sin limitarse a, con reactivos de
triarilfosfina). Véase, pof gjemplo, Kiick ef al., (2002) Incarporation of azides
into recombinant proteins for chemoselzctive modification by the Staudinger
ligation, PNAS 99:19-24.

Esta invenciéon proporciona otro método altamente eficaz para la
modificacion selectiva de proteinas, qua implica la incorporacion genética de

aminoacidos no naturales, incluyendo, pero sin limitarse a, que contienen un
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resto azida o alquinilo en proteinas en respusasta a un codén selector. Estas
cadenas laterales de aminocacidos pueden modificarse entonces mediante,
incluyendo, pero sin limitars= a, una reaccién de cicloadiciéon [3+2] de
Huisgen (véase, por ‘ejemplo. Padwa, A. en Comprehensive Qrganic
Synthesis. Vol. 4. (1991) Ed. Trost, B. M., Pergamon, Oxford, pag. 1069-
1109; y, Huisgen, R. en 1,3-Dipolar Cycloaddition Chemistry. (1984) Ed.
Padwa, A., Wilsy, Nueva York, pag. 1-176) con, incluyendo, pero sin
limitarse a, darivades de aljuinilo o azida, respectivamente. Dado que este
método implica una ci«:léadicién en vez de una sustitucién nucledfila, pueden
modificarse proteinas con una selectividad extremadamente alta. Esta
reaccion puede llzvarse a cabo a temperatura ambiente en condisionas
acunsas con excelente regioselectividad (1,4 > 1,5) mediante la adicién de
cantidades cataliticas de sales de Cu(l) a la mezcla de reacsion. Véase, por
ejemplo, Tornoe, et al., (2002) J. Org. Chem. 37:30587-3064,; y, Rostovtsev,
et al., (2002) Angew. Chem. Int. Ed. 41: 2503-2599. Otro método que pueda
usarse es €l intercambio de ligandos en un compuesto bisarsénico con un
motivo de tetracisteina, véase, por ejemplo, Griffin, et al., (1998) Science
281 269-272.

Una moléaula que puede afadirse a una proteina de la invencion a
través de una cicloadicién incluye practicamente cualquier molécula con un
derivado de azida o aljuinilo. Moléculas incluyen, pero ne se limitan a,
colorantes, fluordforos, agentes de reticulacidon, derivados de sacaridos,
polimeros (incluyendo, pero sin limitarse a, derivados de polietilenglicol),
agentes de fotorreticulacion, compuestos citotdxicos, marcadores de
afinidad, derivados de hictina, resinas, perlas, una segunda proteina o
polipéptido (o mas), polinuslzétida(s) (incluysndo, pero sin limitarse a, ADN,
ARN, etc.), quelantes de metales, cofactores, acidos grasos, hidratos de
carbono, y similares. Estas moléculas pueden afadirse a un aminonacido no
natural con un grupo alquinilo, incluyendo, pero sin limitarse a, p-
propargiloxifenilalanina, o grupo azido, incluyendo, pero sin limitarse a, p-
azido-fenilalanina, respectivamente.
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V. Generacién in vivo dq polipéptides bG-CSF que comprenden aminoacidos
no codificados de manera natural

El polipeptidos bhG-CSF de la invencion puede generarse in vivo
usando ARNt modificado y ARNt sintetasas para afadir o sustituir
aminoacidos que no se codifican en sistemas que se producen de manera
natural.

Métodos para generar ARNt y ARNt sintetasas que usan aminoacidos
que no se codifican en sistemas que se producen de manera natural se
describen, por gjemplo, en las patentes estadounidenses n.%® 7.045.337 y
7.082.970 que se incorporan como referencia al presente documento. Estos
métodos implican generar una maquinaria de traduccidn que funciona
independientemente de las sintstasas y los ARNt enddgenos al sistema de
traduccidon (y por tanto algunas veces se denomina “ortogonal”).
Normalmente, el sistema de traduccién comprende un ARNt ortogonal (O-
ARNt) y una aminoacil-ARNt sintstasa ortogonal (ORS). Normalmente, la O-
RS aminoacila pfeferiblemente el O-ARNt con al menos un aminoacido que
no se produce de manera natural en el sistema de traduccién y &l O-ARNt
reconoce al menos un coddn selector que no se reconoce mediante otros
ARNt &n el sistema. El sistema de traduccidn inserta por tanto &l aminoacido
no codificade de manara natural en una proteina producida en el sistema, en
respuesta a un codén selector cadificado, “sustituyendo” asi un aminoacido
€n una posicion en el polipéptido codificado.

Se ha descrito en la técnica una amplia varisdad de ARNt vy
aminoacil-ARNt sintetasas ortogonales para insertar aminoacidos sintéticos
particulares en polipéptidos, y generalmente son adecuados para su uso en
la presents invencion. Por ejemplo, se describen O-ARNtaminoacil-ARNt
sintztasas especificas de ceto en Wang, L., ef al. Proc. Natl Acad. Sci. USA
100:65-61 (2003) y Zhang, Z. &f al., Biochem. 42(22):A735-6746 (2003). O-
RS a modo de ejemplo, o partes de la misma, se codifican mediante
secuencias de polinucledtido e incluyen sscuencias de aminoacidos dadas a
conocer en las patentes estadounidenses n.®® 7.045.337 y 7.083.970,
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incarporada cada una en =l presente documento como referencia. También
s& clescriben moléculas d2 O-ARNt correspondientes para su uso con las O-
RS &n las patentzs estadounidenses n.™® 7.045.337 y 7.083.670 que se
incorporan como referencia al presente documenta. Se describen gjemplos
adicionales de pares de O-ARNtaminoacil-ARNt sintetasa en los
documentos WO 2005/007870, WO 2005/007624; y WO 2005/019415.

Se dascribe un’ gjemplo de un sistema O-ARNt/aminoacil-ARNt
sintetasa especifico de azida en Chin, J. W., &t al, J. Am. Chem, Soc.
124:9026-9027 (2002). Secuencias d2 O-RS a modo de ejemplo para p-
azido-L-Phe incluyen, pero no se limitan a, las secuencias de nucledtidos
SEQ ID NO; 14-16 y 29-32 y las secuencias de amincacidos SEQ ID NO:
46-48 y 61-64 tal como se dan a conocer en la patente estadounidense n.°
7.083.970 que se incorpora como refzrencia al presente documento.
Secuencias de O-ARNt a modo de =jemplo adzcuadas para su uso en la
presente invencién incluyen, pero no se limitan a, secu=sncias de nucledtidos
SEQ ID NO: 1-2 tal como se dan a conocer en la patente estadounidense n.®
7.023.970, que se incorpora como referencia al presents documento. Otros
gjemplos de pares de O-ARNt/aminoacil-ARNt sintetasa especificos para
aminoacidos particulares no codificados de manera natural se describen en
la patente estadounidense n.® 7.045.337 que se incorpora como referencia
al presents documento. O-RS y O-ARNt que incorporan aminoacidos que
contienen tanto ceto como azida en S. cersvisiae se describen en Chin, J.
W., et al, Science 301: 964-967 (2003).

Se han notificado varios otros pares ortogonales. Glutaminilo (véase,
por gjemplo, Liu, D. R., y Schultz, P. G. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
96:4780-4785), aspartilo (véase, por zjemplo, Pastrnak, M., et al., (2000)
Helv. Chim. Acta 83:2277-2286), y tirosilo (véase, por ejemplo, Ohno, S., et
al., (1998) J. Biochem. (Tokio, Jpn). 124:1065-1068; y, Kowal, A. K., et al.,
(2001) Proc. Natl, Acad, Sci, U.S.A. 95:2268-2273) se han descrito sistemas
derivados de ARNt y sintetasas de S. cerevisiae para la posible

incorporacion de aminoacidos no naturales en E. 2oli Se han descrito
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sistemas derivados de glutaminilo (véase, por gjemplo, Kowal, A. K., &f al.,
(2001) Proc. Natl. Acad. Saoi. U.S.A. 98:2288-2272) vy tirosilo (véase, por
ejamplo, Edwards, H., y Schimmel, P. (1990) Mal. Cell. Biol. 10:1633-1641)
sintetasas de E. colji para su uso en 8. cerevisias. El sistema de tirosilo de E.
coli s2 ha usado para la incorporacién de 3-yodo-L-tirosina in vivo, en
células de mamifero. Véase, Sakamoto, K., et al., (2002) Nucleic Acids Reas.
30:4692-4699. El uso de O-ARNt/aminoacil-ARNt sintetasas implica la
seleccion de un codén especifico que codifica para el aminoacido no
codificado de manera natural. Misntras que puede usarse cualguisr coddn,
generaimente es deseable seleccionar un coddn que se use con poca
frecuencia o nunca en la célula en la que se expresa la O-ARNt/aminoacil-
ARNt sintstasa. Por gjemplo, codones a modo de ejemplo incluyen codén
sin sentido tal como codones de terminacién (Ambar, ocre y 6palo), codones
de cuatro bases o mas y otros codones de tres hases naturales que s& usan
~on poca frecuencia o no se usan.

Pueden(n) introducirse codén/codones selector(es) especifico(s) en
posiciones apropiadas en la secuencia que codifica para polinucledtido bG-
CSF usando métodos de mutagénesis conocidos en la técnica (incluyendo,
pero sin limitarse a, mutagénesis =specifica del sitio, mutagénesis de
casete, mutagénesis de seleccion de restriccidn, ste.).

Métodos para generar componentes de la maquinaria biosintética de
proteinas, talzs como O-RS, O-ARNt y pares de O-ARN{/O-RS ortogonales
que pueden usarse para incorporar un aminoacido no codificado de manera
natural se describen en Wang, L., &t al., Science 292: 498-500 (2001); Chin,
J. W, et al, J. Am. Chem. Scc. 124:G026-9027 (2002); Zhang, Z. et al,
Biochemistry 42: 6735-6746 (2003). Métodos y composiciones para la
incorporacién in vivia de ‘aminoacidos no codificados de manera natural se
describen en la patente estadounidense n.® 7.045.237, que se incorpora
como referencia al presente documento. Métodos para seleccionar un par de
ARNMt-ARNt sintetasa ortogonal para su uso en un sistema de traducsion in

vivo de un organisnio también se describen en las patentes
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estadounidenses n.™ 7.045.237 y 7.083.970 que se incorporan como
referencia al presente documento. La publicacién PCT n.® WO 04/035743
titulada “Site Specific Incorporation of Keto Amino Acids into Proteins”, que
se incorpora como referencia al presente documento en su totalidad,
describe pares de RS y ARNt ortogonales para la incorporaciéon de ceto-
aminoacidos. La publicacién PCT n.” WO 04/094593 titulada “Expanding the
Eukaryotic Genetic Code”, que s= incorpora como referzncia al presente
documento en su totalidad, describe pares de RS y ARNt ortogonales para
la incorporacion de aminoécidos no codificados de manera natural en
células huésped eucariotas.

Métodos para producir al menos una aminoacil-ARNt sintetasa
ortogonal recombinante (O-RS) comprenden: (a) generar una hiblioteca de
RS (opcionalmente mutantes) derivadas d= al menos una amincacil-ARNt
sintetasa (RS) d= un primer organismo, incluyendo, pero sin limitarse a, un
nrganismo procarinta, tal oMo Methanococous  jannaschii,
Methanohacterium thermoautotrophicum, Halobacisrium, Escherichia coli, A.
fulgidus, P. furiosus, F. horikoshii, A. pernix, T. thermophilus o similaras, o
un organismo eucariota; (b) seleccionar (y/o examinar) la biblioteca de RS
(opcionalmente RS mutantes) para determinar miembros que aminoacilan
un ARNt ortogonal (O-ARNt) en presencia de un aminoacido no codificado
de manera natural y un aminoacido natural, proporcionando asi una reserva
de RS (opcionalmente mutantes) activas; y/o, (¢) seleccionar (opcionalmente
a través de seleccidn negativa) la reserva para determinar RS activas
(incluyendo, pero sin limitarse a, RS mutantes) que aminoacilan
preferiblemente el O-ARNt en ausencia del aminoacido no codificado de
manera natural, proporcionando asi al menos una O-RS recombinante; en
el qua la al menos una O-RS recombinante aminoacila preferiblemente el O-
ARNt con el aminoacido no codificado de manera natural.

En una realizacién, 1a RS es una RS inactiva. La RS inactiva puede
generarse mutando una RS activa. Por gjemplo, la RS inactiva puede

generarse mutando al menos aproximadamente 1, al menos
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aproximadamente 2, al menos aproximadamente 3, al menos
aproximadamentz 4, al menos aproximadaments 5, al menos
aproximadamentz 6, 0 al menos aproximadamente 10 o mas aminoacidos
para dar aminoacidos diferentes, incluyendo, pero sin limitarse a, alanina.

Pueden generarse bibliotecas de RS mutantes usando diversas
tecnicas conocidas en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a, disefio
racional basandose en estructura de RS tridimensional de proteina, o
mutag&nesis de nuclzédtidos de RS en una técnica de disefio al azar o
racional. Por ejemple, las RS mutantss pueden generarse mediante
mutaciones especificas del sitio, mutaciones al azar, mutaciones de
recombinacién que generan diversidad, constructos quiméricos, disefio
racional y mediante OtILOS métodos descritos en el presente documento o
conocidos en la técnica,

En una realizacion, la seleccién (y/o =l evamen) de la biblioteca de RS
(opcionalmente RS mutantes) para det=rminar miembros que son activos,
incluyendo, pero sin limitarse a, que aminoacilan un ARNt ortogonal (0O-
ARNt) en presencia de un aminoacido no codificado de manera natural y un
aminoacido natural, incluye: introducir un marcador de seleccion o examen
positivo, incluyendo, pero sin limitarse a, un gen de resistencia a antibiéticos,
o similar, y 1a biblioteca de RS (opcionalmente mutantes) en una pluralidad
de células, en la que el marcador de seleccion y/o examen positivo
comprende al menos un-coddn selector, incluyendo, pero sin limitarse a, un
coddén ambar, ocre u 6palo; hacer crecer la pluralidad de células en
presencia de un agente de seleccion; identificar las células que sobreviven
(0 muestran una respuesta especifica) en presencia del agente de seleccién
y/o examen suprimiendo el al menos un codén selector en &l marcador de
seleccion o @xamen positivo, proporcionande asi un subconjunto de células
seleccionadas de manera positiva que contienen la reserva de RS
(opcionalmente mutantes) activas. Opcionalmente, puede hacerse variar la

concentracion de agente de seleccion y/o examen.
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En un aspecto, &l marcador dz seleccién positivo @s un gen de
cloramfenicol acetiltransferasa (CAT) y el codén selector es un codén de
terminacién dmbar en el gen de CAT. Opcionalments, el marcador de
seleccion positivo es un gen de p-lactamasa y &l codén selector es un codén
de terminacién ambar en el gen de [-lactamasa. En ofro aspecto el
marcador de evamen positivo comprende un marcador de examen
fluorescente o luminiscente o un marcador de evamen basado en afinidad
(incluyendo, pero sin limitarse a, un marcador de superficie celular).

En una realizacion, seleccionar o examinar de manera negativa la
reserva para detectar RS (opcionalmente mutantes) activas que aminoacilan
preferiblemente el O-ARNt en ausencia del aminoacido no codificado de
manera natural incluye: introducir un marcador de examen o de seleccidn
negativo con la reserva de RS (opcionalmente mutantes) activas de la
seleccion ¢ el eéxamen positivo en una pluralidad de células de un segundo
organismo, en &l que &l marcador de examen o de seleccion negativo
comprenda al menos un codén selector (incluyendo, pero sin limitarse a, un
gen de resistencia a antibidticos, incluyendo, pero sin limitarse a, un gen de
cloramfenicol acetiltransferasa (CAT)); e, identificar células que sobraviven o
muestran una respuesta de examen especifica en un primer medio
complementado con &l aminoacido no codificado de manera natural y un
agente de seleccién o de examan, paro no logran sobrevivir o mostrar la
respuesta espzcifica &n un segunde medio no complementado con el
aminoacido no codificado de manera natural y &l agente de seleccién o de
examen, proporcionando asi células que sobreviven o células evaminadas
con la al menos una O-RS rzcombinante. Por sjemplo, un protocolo de
identificacién de CAT actdia opcionalmente como una seleccidn positiva y/o
un examen negativo en la determinacién de O-RS recombinantes
apropiadas. Por ejemplo, ‘se replica opcionalmente una reserva de clones en
placas de crecimiento que contienen CAT (que comprende al menos un
cododn selector) o hien con o bien sin uno 0 mas aminoacidas no codificados

de manera natural. Por tanto se considera que las colonias que crecen
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exclusivamente en las palcas que contienen aminoacidos no codificados de
manera natural contienzn O-RS recombinante. En un aspecto, se varia la
concentracion del agent2 de seleccidn (y/o evamen). En algunos aspectos el
primer y &l segundo organismo son diferentes. Por tanto, el primero y/o al
segundo organismo comprende opcionalmente: un procariota, un eucariota,
un  mamifero, un E&:herichia coli, un hongo, una levadura, una
archaebacteria, una eubacteria, una planta, un insecto, un protista, etc. En
otras realizacionas, el marcador de examen comprande un marcador de
gxamen fluorescente ¢ luminiscante o un marcador de examen bhasado en
afinidad.

En otra realizacidn, ¢l examen ¢ la seleccién (incluyendo, pero sin
limitarse a, seleccidn negativa) de la reserva para detectar RS
(opcionalmeante mutantés) activas incluye: aislar la reserva de RS mutantes
activas de la etapa de seleccidn positiva (b); introducir un marcador de
examen ¢ de seleccién negativo, en 2l que el marcador de examen o de
seleccion negativo comprende al menos un codén selector (inaluyendo, pero
sin limitarse a, un gen marcador téxico, incluysndo, pero sin limitarse a, un
gen de ribonucleasa bamasa, que comprende al menos un coddn selector),
y la reserva de RS (opcionalmente mutantes) activas en una pluralidad de
células de un segundo organismo; & identificar células que sobreviven o
muestran una respuesta de examen especifica en un primer medio no
complementado con el aminoacido no codificado de manera natural, pero no
logran sobravivir o mostrar una respuesta de examen especifica en un
segundo medio complementado con el aminoacido no codificado de manera
natural, proporcionando asi células que sobreviven o examinadas con la al
menos una O-RS recombinante, 2n &l que la al menos una O-RS
recombinante =s especifica para el aminoacido no codificado de mansra
natural. En un aspecto, el al menos un coddn selector comprende
aproximadamente dos o mas codones selectores. Tales realizaciones
pueden incluir opcionalments en las que el al menos un coddn selector

comprande dos o mas codones selectores, y en las que el primer y el
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segundo organismo son diferentes (incluyendo, pero sin limitarse a, cada
organismo es opcionalmeante, incluyendo, pero sin limitarse a, un procariota,
un eucariota, un mamifero, un Escherichia coli, un hongo, una levadura, una
archazbacteria, una eubacteria, una planta, un insecto, un protista, etc.).
Ademas, algunos aspectos incluyzn en los que el marcador de seleccion
negativo comprende un gen de ribonucleasa bamasa (que comprende al
menos un codén selector). Otros aspectos incluyen en los que &l marcador
de examen comprande opcionalmente un marcador de examen fluorescente
o luminiscentz o un marcador de examen basado en afinidad. En las
realizaciones en el presente documento, los examenes y/o las selecciones
incluyen opcionalmente la variacién de la rigurosidad de examen y/o
seleccién.

En una realizacién, los métodos para producir al menos una
aminoacil-ARNt  sintetasa ortogonal (O-RS) recombinante pueden
comprender ademas: (d) aislar la al menos una O-RS rzcombinante; (e)
generar un segundo conjunto de2 O-RS (opcionalmente mutadas) derivadas
de la al menos una O-RS recombinante; y, (f) repetir las etapas (b) y (c)
hasta que se obtiene una O-RS mutada que comprande una capacidad para
aminoacilar preferiblelﬁente el O-ARNt. Opcionalmente, se repiten las
etapas (d)-(f), incluyendo, pero sin limitarse a, al menos aproximadamente
dos veces. En un aspecto, el segundo conjunto de O-RS mutadas derivadas
de al menos una O-RS recombinantz puede generarse mediante
mutagénesis, incluyendo, pero sin limitarse a, mutagénssis al azar,
mutagénesis especifica: del sitio, recombinacién o una combinacién de las
mismas.

La rigurosidad de las etapas de seleccidén/examen, incluyendo, pero
sin limitarse a, la etapa de seleccién/examen positiva (b), la etapa de
seleccién/éxamen negqtiva (¢) o las etapas de seleccidén/examan tanto
positiva como negativa (b) y (3), en los métodos descritos anteriormente,
incluye opcicnalmente hacer variar la rigurosidad de la seleccién/examen.

En otra realizacion, 1a etapa de seleccidon/examen positiva (b), la stapa de
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seleccion/examen negativa (c) o las etapas de seleccién/examen tanto
positiva como negativa (b) y (c) comprandzn usar un indicador, en el que ¢l
indicador se detecta mediante citometria de flujo activada por fluorescencia
(FACS) o en =l que el indicador se detecta mediante luminiscencia.
Opcionalmentz, el indicador se presenta en una superficie celular, en una
presentacion en fago o similares y se selecciona basandose en la afinidad o
actividad catalitica quz implica el aminoacido no codificado de manera
natural o un andlogo. En una rzalizacion, la sintetasa mutada se presenta en
una superficie celular, en una presentacion en fago o similares.

Métodos para producir un ARNt ortogonal (D-ARNt) recombinante
incluy=n: (a) generar una biblioteoa de ARNt mutantes derivados de al
menos un ARNE, incluyando, paro gin limitarss a, un ARMt supresar, a partir
de un primer organismo; (b) selzccionar (incluyendo, pero sin limitarse a,
seleccién negativa) o evaminar la biblioteca para detectar ARNt
(opcionalmente mutantes) que se aminoacilan mediante una aminoacil-ARNt
sintetasa (RS) de un segundo organismo en ausencia de una RS del primer
organismo, proporcionando asi una reserva de ARNt (opcionalmente
mutantes); v, (¢) selecsionar o examinar la reserva de ARNt (opcionalmente
mutantes) para detectar miembros qus se aminoacilan mediante una RS
ortogonal (O-RS) introducida, proporcionando asi al menos un O-ARNt
recombinante; en el que el al menos un O-ARNt recombinante reconoce un
codoén selector y no se rzconoce de manera eficaz mediante la RS del
segundo organismo y se aminoacila preferiblements mediante la O-RS. En
algunas realizaciones ¢l al menos un ARNt &s un ARNt supresor y/o
comprende un coddén de tres bases Unico de bases naturales y/o no
naturales, o es un codén sin sentido, un codén raro, un coddn no natural, un
coddn que comprznde al menos 4 bases, un codén ambar, un codon ocre, o
un coddn de terminacion dpalo. En una realizacion, ¢l OARNt recombinante
tiene una mejora = ortogonalidad. Se apreciara que en algunas
realizaciones, gl OARNt s importa opcionalmente en un primer organismo a
partir de un segundo organismo sin necesidad de modificacién. En diversas
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realizaciones, el primer y el segundo organismo son o hien iguales o bien
diferentes y se eligen opcionalmente de, incluyendo, pero sin limitarse a,
procariotas (incluyendo, pero sin limitarse a, Meathanococcus jannaschii,
Methanobacterium thermoautotrophicum, Escherichia coli, Halohacterium,
etc.), eucariotas, mamiferos, hongos, lzvaduras, archaebacteria, eubacteria,
plantas, insectos, protistas, etc. Adicionalments, €l ARNt recombinante se
aminoacila opcionalmente mediante un aminoacido no codificado de manzra
natural, en el que el amincacido no codificado de manera natural se
hinsintetiza in vivio 0 bien de manera natural o bien a través de manipulacién
genstica. El aminoacido no codificado d= manera natural se afade
opcionalmente a un medio de crecimiento para al menos el primer o &l
segundo organismo.

En un aspecto, seleccionar (incluyendo, pero sin limitarse a, seleccion
negativa) o examinar la bhiblioteca para dstectar ARNt (opcionalmente
mutantas) que se aminoacilan mediante una aminoacil-ARNt sintetasa
(etapa (b)) incluye: introducir un gen marcador téxico, en el que el gen
marcador téxico comprende al menos uno de los codones selectoras (0 un
gen que conduce a la produccion de un agente téxico o estatico o un gen
esencial para el organisho en el que tal gen marcador comprende al menos
un codon selector) y la biblioteca de ARNt (opcionalmente mutantes) en una
pluralidad de células del segundo organismo; y, seleccionar células que
sobreviven, &n las que las células que sobreviven contienen la reserva de
ARNt (opcionalmente mutantes) que comprende al menos un ARNt
ortogonal o ARNt no funcional. Por gjemplo, pueden selzccionarse células
que sobreviven usando un ensayo de densidad celular con razén de
comparacion.

En otro aspecto, el gen marcador toxico puede incluir dos o mas
codones selectores. En otra realizaciéon de los métodos, ¢l gen marcador
téxico s un gen de ribonucleasa harnasa, en &l que el gen de ribonucleasa
barnasa comprende al menos un codén ambar. Opcionalmente, el gen de

ribonucleasa barnasa pueds incluir dos 0 mas codones ambar.
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En una realizacion, seleccionar o examinar la reserva de ARNt
(opcionalmente mutantes) para detectar miembros que se aminoacilan
mediante una RS ortogonal (O-RS) introdusida puede incluir: introducir un
gen marcador ds examén o de seleccion positivo, en el que el gen marcador
positivo comprznde un gen de resistencia a farmacos (incluyendo, pero sin
limitarse a, gen de [-lactamasa, que comprend=z al menos uno de los
codones selectores, tales como al menos un codén de terminacion ambar) o
un gen esencial para =l organismo, o un gen que conduce a la
destorificaciéon de un agente tdxico, junto con la O-RS, y la reserva de ARNt
(opcionalmente mutantes) en una pluralidad de células del segundo
organismo; e, identificar células que sobreviven o se examinan que se hacen
crecer en presencia de un agente de seleccidon o examen, incluyendo, pero
sin limitarse a, un antibidtico, proporcionando asi una reserva de células que
presentan el al menos un ARNt recombinante, en 2l qua el al menos un
ARNt recombinante s& aminoacila mediante la 0O-RS e inserta un
aminoacido en un produsto de traduccidon codificado mediante el gen
marcador positivo, en respuesta a al menos un codén selector. En otra
realizacidn, se hace variar la concentracién del agente de seleccion y/o
gxamen. |

Se proporcionan métados para generar pares de O-ARNt/Q-RS
especificos. Los métodos incluyen: (a) generar una biblioteca de ARNt
mutantes derivados de al menos un ARNt de un primer organismo; (b)
examinar o seleccionar de manera negativa la biblioteca para detectar ARNt
(opcionalments mutanteé) que se aminoacilan mediante una aminoacil-ARNt
sintetasa (RS) de un segundc organismo en ausencia de una RS del primer
organismo, proporcionando asi una reserva de ARNt (opcionalmente
mutantes); () seleccionar o examinar la reserva de ARNt (opcionalmenta
mutantes) para detectar miembros que se aminoacilan mediante una RS
ortogonal (O-RS) introducida, proporcionando asi al menos un O-ARNt
recombinante. El al menos un O-ARNt recombinante reconoce un coddn

selector y no se reconoce eficazmente mediante la RS del segundo
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organismo y se aminoacila preferiblemente mediante la O-RS. El método
tamhieén incluye (d) generar una biblioteca de RS (opcionalmente mutantes)
derivadas de al menos una aminoacil-ARNt sintetasa (RS) de un tercer
organismo; (e) seleccionar o examinar la biblioteca de RS mutantes para
detectar miembros que aminoacilan preferiblemente el al menos un O-ARNt
recombinante en presencia de un aminoacido no codificado de manera
natural y un aminoacido natural, proporcionando asi una reserva de RS
(opcionalmente mutantes) activas; vy, (f) seleccionar o examinar de manera
negativa la reserva para detectar RS (apcionalmente mutantes) activas que
aminoacilan preferiblamente el al menos un O-ARNt recombinante en
ausencia del aminoacido no codificado de manera natural, proporcionando
asi el al menos un par de O-ARNYO-RS especifico, en el que el al menos un
par de O-ARNUO-RS especifico comprende al menos una O-RS
recombinante que es especifica para el aminoacido no codificado de manera
natural y el al menos un O-ARNt recombinants. Se incluyen pares de O-
ARNt/O-RS especificos producidos mediante los métodos. Por ejemplo, el
par de O-ARNY/O-RS especifico puede incluir, incluyendo, pero sin limitarse
a, un par MUtRNATyYr-mutTyrRS, tal como un par mutRNATyr-SSU12TyrRS,
un par mutRNALeu-mutLeuRS, un par mutRNAThr-mutThrRS, un par
MUtRNAGIu-mutGIuRS, o similares. Adicionalmente, talas métodos incluyen
en los que &l primer y el tercer organismo son el mismo (incluyzndo, pero sin
limitarse a, Methanococous jannaschiy).

Métodos para seleccionar un par de ARNt-ARNt sintstasa ortogonal
para su uso en un sistema de traduscion in vivo de un segundo organismo
también se incluysn en la presente invencién. Los métodos incluyen:
introducir un gen marcador, un ARNt y una aminoacil-ARNt sintctasa (RS)
aislados ¢ derivados de un primer arganismo en un primer conjunto de
células del segundo organismo; introducir 2l gen marcador y €l ARNt en un
conjunto de células duplicado de un segundo organismo; y, seleccionar para
detectar células que sobreviven en el primer conjunto que no logran

sobrevivir en el conjunto de células duplicado o examinar para detectar
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células que muestran una respuesta de examen especifica que no logran
dar tal respuesta en el conjunt‘,o de células duplicads, sn ¢l qué &l primer
conjunto y &l conjunto de célulag duplicadn ce hacen aracer an prasansia de
un agente de seleccion o de exémen, en el que las células que sobreviven o
2yaminadas comprenden el par de ARNt-ARNt sintetasa ortogenal para su
uso en el sistema de traduccion in vivo del segundo organismo. En una
raalizacién, comparar y seleccionar o examinar incluye un ensayo de
complementacién in vivia. La concentracién del agente de seleccidon o
&xamen puede variarse.

Los organismos de la presente invencién comprenden una variedad
de organismos y una variedad de combinaciones. Por gjemplo, &l primer y &l
segundo organismo de los métodos de la presente invencidén pueden ser
iguales o diferentes. En una realizacién, los organismos son opcionalmente
un organismo procariota, incluysndo, pero sin limitarse a, Methanocoocus
Jannaschii,  Methanobaclerium  thermoautotrophicum, — Halohacterium,
Escherichia coli, A. fulyidus, FP. furicsus, P. hoarikoshii, A- pernix, T,
thermophilics, o similares. Alternativamente, los organismos comprenden
opcionalmente un organismo eucariota, incluyendo, pero sin limitarse a,
plantas (incluyendo, pero sin limitarse a, plantas complejas tales como
monocotiledéneas o dicotilzdéneas), algas, protistas, hongos (incluyzndo,
pero sin limitarse a, levadura, otc.), animales (incluyendo, pero sin limitarse
a, mamiferos, insectos, artropodos, =tc.), o similares. En otra realizacién, =i
segundo organismo &s un organismo procariota, incluysndo, paro sin
limitarse a, Mathanococous jannaschii, Methanobacterium
thermoautotrophicum,  Halobasterium,  Escherichia  ooli, A, fulgidus,
Halohacterium, P. furidzus, P. horikoshii, A, perniv, T. thermophilus, o
similares. Alternativamente, el segundo organismo pueds ser un organismo
eucariota, incluyendo, paro sin limitars= a, una levadura, una célula animal,
una célula vegetal, un hongo, una célula de mamifero, o similares. En

diversas realizaciones el primer y el segundo organismo son diferentes.
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VI. Ubicacién de aminoacidos que no se producen de manera natural en
polipéptidos bG-CSF

La presente invencién contempla la incorporacion de uno o mas
aminoacidos que no s& producen de manera natural en polipéptidos bG-
CSF. Puede incorporarse uno o mas aminodcidos que no se producen de
manera natural en una posicién particular que no altera la actividad del
polipéptido. Esto puede lograrse realizando sustituciones “conservativas”,
incluyendo, pero sin limitarse a, sustituir aminoacidos hidroéfobos por
aminoacidos hidréfobos, aminoacidos voluminosos por aminoacidos
voluminoses, aminoacidos hidrdfilos por aminoacidos hidréfilos y/o insertar
€l aminoacido que no se produce de manera natural en una ubicacion que
no se& requicre para la actividad.

Puede emplzarse una variedad de enfoques bioquimicos vy
estructurales para seleccionar los sitios deseados para la sustituciéon por un
aminoacido no codificado de man=ra natural dentre del polipéptido bG-CSF.
Resulta facilmente evidente para los expertos en la técnica que cualquier
posicion de la cadena de polipéptido es adecuada para su seleccidon para
incorporar un aminoacido no codificado de manera natural, y su selecciéon
puede basarse en el disefio racional o mediante seleccién al azar para
cualquier, o ningun, fin deseado particular. La seleccion de sitios des=zados
puede ser para producir una molécula de bG-CSF que tiene cualquier
propiedad o actividad deseada, incluyendo, pero sin limitarse a, agonistas,
super-agonistas, agonistas inversos, antagonistas, moduladores de unién a
receptor, moduladores de actividad de receptor, formaciéon de dimeros o
muitimeros, ningin camkbio en la actividad ¢ propiedad en comparacién con
la mol&cula nativa, o manipulacidn de cualquier propiedad fisica o quimica
del polipéptido tal como solubilidad, agregacidon o estabilidad. Por 2jemplo,
pueden identificarsz ubicaciones en el polipéptido requeridas para la
actividad biolégica de polipéptidos bG-CSF usando analisis de mutacion
puntual, barrido con alanina, mutagénesis por saturacion y barrido para
determinar la actividad bicldgica, o métodos de barrido homélogos
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conocidos &n la técnica. Pueden usarse otros métodos para identificar
residuos para la modificacién de polipéptidos bG-CSF que incluyen, pero no
se limitan a, obtencion de perfil d2 secuencia, selecciones de bibliotecas de
rotameros, potencialzs de pares de residuos, y disefio racional usando la
tecnologia de automatizaciéon dzl disefio de proteinas. (Véanse las patentas
estadounidenses n.%® 6.183.965;, A.269.312; 6.403.312; documento
WOg8/47089, que se incorporan mediant= referencia). Pueden mutarse
residuos que son criticos para la binactividad de bG-CSF, residuos que
participan en la estabilidad farmacéutica, epitopos de anticuerpos o residuos
de unién a receptor. Las patentes estadounidenses n.°® 5.580.723;
5.834.250; 6.013.478; 5.428.954; y 5.451.581, que se incorporan como
referencia al presente documento, describen métodos para el analisis
sistematico de la estructura y funcién de polipéptidos tales como bG-CSF
mediante identificacion de dominios activos que influyen sobre la actividad
del polipéptido con una sustancia diana. Se describen estudios de
mutagénesis por barrido con alanina de G-CSF en Reidhaar-Olson JF &f al.,
Biochemistry (1996) Jul 18; 35(28):9034-41, Young DC &t al. Protein Sci.
(1997) Jun; 6(6):1228-36, y Layton «t al. (1997) JBC 272(47): 209735-209741,
Residuos distintos de los identificados como criticos para la actividad
bioldgica mediante mutagénesis por harrido con alanina u homdéloga pueden
ser buenos candidatos para la sustitucién por un aminoacido no codificado
de manera natural dependiendo de la actividad deseada buscada para el
polipéptido. Alternativamente, los sitios identificades como criticos para la
actividad biolégica tambhién pusden ser buenos candidatos para la
sustitucion por un aminoacido no codificado de manera natural, de nuevo
depandiendo de la actividad deseada buscada para el polipéptido. Otra
alternativa seria sencillamente preparar sustituciones en serie en cada
posicién en la cadena de polipéptido por un aminoacido no codificade de
manera natural y observar el efecto sobre las actividades del polipéptido.
Resulta facilmente evidente para los expertos en la técnica que cualquier

medio, técnica o método para seleccionar una posicion para la sustitucion
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por un aminoacido no natural en cualjuier polipéptido es adecuado para su
uso &n la presente invencion.

La estructura y actividad de mutantes de polipéptidos bG-CSF que
contienen delecionzs también pusden avaminarse para determinar regiones
de la proteina que es probable que toleren la sustitucidon por un aminoacido
no codificado de manera natural. De una manera similar, la digestién con
proteasa y los anticuerpos monoclonales pueden usarse para identificar
regiones de bG-CSF que son responsables de la unidn a su receptor. Layton
et al, (2001) JBC 278 (39) 36779-33787 describen estudios son anticuerpo
con hG-CSF y su receptor. Una vez =liminados los residuos que es probable
que no toleren la sustitucion por aminoacidos no codificados de manera
natural, puede examinarse el impacto de sustituciones propusstas &n cada
una de las posiciones restantes. Pueden generarse modelos a partir de las
estructuras cristalinas tridimensionales de otros miembros de la familia de
CSF y receptores de CSF. El Banco de Datos de Proteinas (PDB, disponible
en la World Wide Web &n rcsb.org) =s una base de datos centralizada que
contiene datos estructurales tridimensionales de moléculas grandes de
proteinas y acidos nucleicos. Pueden realizarse modelos investigando la
estructura secundaria y terciaria de polipéptidos, si no hay datos
estructurales tridimensionales disponibles. Hay estructuras de RMN y
cristalograficas de rayos X de hG-CSF disponibles en el Banco de Datos de
Proteinas con ID de PDB: 1CD9, IPGR, IRHG, IGNC, asi como en las
patentas estadounidenses n.®® 5.581.475; y 5.760.421, que se incorporan
como referencia al presents documento. Por tanto, los expertos en la técnica
pusden identificar facilmente posiciones de aminoacidos que pueden
sustituirse por aminoacidos no codificados de manera natural.

En algunas realizaciones, los polipéptidos bG-CSF de la invencion
comprende uno 0 mas aminoacidos que no se producen d= manera natural

ubicados en una regidn de la protzina que no altera la estructura del
polipéptido.
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Residuos a modo de ejemplo de incorporacién de un amineacido no
codificado de manera natural pueden ser los que se excluyen de posibles
regiones de unién a receptor, pueden estar total o parcialmente expuastos a
disolvente, tienen interacciones d= puentes de hidrégeno minimas o
inexistzntas con residuos cercanns, pueden estar minimamente expuestos a
residuos reactivos cercanos, pueden estar en una o mas de las caras
expuestas, pueden ser un sitio o sitios que estan yuatapuestos a un segundo
bG-CSF, u otra molécula o fragmento de la misma, pueden estar en
regiones que son altamente flexibles, o estructuralmente rigidas, segun s2
predice mediante la astructura tridimznsional secundaria, terciaria o
cuaternaria de bG-CSF, unido 0 no unido a su receptor, o acoplado o0 no
acoplado a otra molécula bioldgicamente activa, o pueden modular la
conformacién del propio bG-CSF o un dimero o multim=ro que comprende
uno o mas bG-CSF, mediante alteracion de la flexikilidad o rigidez de la
estructura completa segun se desee.

Un experto en la técnica reconoce que tal andlisis de bG-CSF permite
la determinacién de qué residuos de aminonacidos estan expuestos en la
superficie en comparacidn con residuos de aminoacidos que estan
enterrados dentro de la estructura terciaria de la proteina. Por tanto, una
realizacion de la presente invencidn es sustituir un amineacido no codificado
de manera natural por un aminodcido que &s un residuo expuesto en la
superficie.

En algunas rzalizaciones, se incorpora uno 0 mas aminoacidos no
codificados de manera natural en una o mas de las siguientes posiciones en
bG-CSF: antes de la posicion 1 (gs decir en el extremo N t2rminal), 1, 2, 3,
4,56, 7,8, 9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45,
45, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 53, 57, 58, 59, 60, 61, 52, 33, 64, 55,
63, 67, 88, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 78, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 35,
5, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, &4, 95, 93, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103,
04, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 118, 117, 118,

- 0
D]
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119, 120, 121, 122,12
134, 135, 1368, 137, 13
&

124,125,126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133,
, 139, 130, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 143,
149, 180, 151, 152, 1&3, 164, 155, 158, 1587, 158, 159, 150, 161, 162, 1323,

184, 165, 186, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175 (es degir, en &l

extremo carboxilo terminal de la proteina), y cualquier combinacion de las

fu)

mismas (SEQ ID NO: 1 o los aminoacidos correspondientes en la SEQ ID
NO: 2 o los aminoacidos correspondientes en otro polipéptido bG-CSF).

En algunas realizaciones, se incorpora uno 0 mas aminoacidos no
codificados de manera natural en una o mas de las siguientes posiciones da
bLG-CSF: 3, 7, 11, 33, 43, &8, B2, A7, 39, 98, 99, 123, 124, 125, 133, 134,
136, 141, 159, 1686, 169, 170, 1723, y cualjuier combinacidn de las mismas
de la SEQ ID NO: 1 o los aminoacidis correspondientes en la SEQ ID NO:
2. En algunas realizaciones, s& incorpora uno 0 mas aminoacidos no
codificados de mansra natural en una o mas de las siguientes posiciones de
bG-CSF: 2, 7, 33, 43, 58, 82, &7, 6%, 99, 123, 124, 133, 134, 141, 166, y
cualquier combinacién de las mismas (SEQ ID NO; 1 o los aminoacidos
correspondientes en la SEQ ID NO: 2). En algunas realizaciones, se
incorpora uno o mas aminoacidos no codificados de manera natural en una
o mas de las siguientes posiciones d= bG-CSF: 3, 7, 62, 133, 166, y
cualquier combinacion de las mismas de la SEQ ID NO: 1 o los aminoacidos
correspondientes en la SEQ ID NQ: 2. En algunas realizaciones, se
incorpora uno 0 mas aminoacidos no codificades de manera natural en una
0 mas de las siguisntes posiciones de bG-CSF: 62, 123, y una combinacion
de las mismas (SEQ ID NO: 1 o los aminoacidos correspondientes en la
SEQ ID NO: 2). En algunas realizaciones, s¢ incorpora uno o mas
aminodacidos no codificados de manera natural en la posicién 62 de bG-CSF
(SEQ ID NO: 1 o el aminoacido corraspondients en la SEQ ID NO: 2). En
algunas realizaciones, se incorpora uno o mas aminoacidos no codificados
de manera natural en la posicidon 133 de hG-CSF (SEQ ID NO: 1 o &l
aminnacido correspondients =n la SEQ ID NO: 2). En algunas realizaciones,

el polipéptido de la invencién comprende una o mas sustituciones, adicionas
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o deleciones d& aminoacido natural. En algunas realizaciones, s& incorpora
uno 0 Mmas amineacidos no naturales en una secuencia lider o sefal que es
N o C terminal con respecto a la SEQ ID NO: 1, 2, u otra secuencia bG-CSF.
En algunas realizaciones, se& incorpora uno o mas aminocacidos no
codificados de manera natural en una 0 mas posicionas del hG-CSF (SEQ
ID NO: 1) y el uno o mas acidos o amineacidos no codificados de manera
natural no incluyen histidina, arginina, lisina, isoleucina, fenilalanina, leucina,
triptéfano, alanina, cisteina, asparaginas, valina, glicina, serina, glutamina,
tirosina, acido aspartico, acido glutadmico, treonina, o aminoacidos na
proteogénicos que se producen de manera natural talss como B-alanina,
ornitina, etc. En algunas realizacion=s, se incorpora una 0 mas aminoacidos
no codificados dz manera natural @n una o mas posicionas del hG-CSF
(SEQ ID NO: 2) y &l uno o mas acidos o aminoacidos no codificados de
manara natural no insluyen histidina, arginina, lisina, isoleucina, fenilalanina,
leucina, triptéfano, alanina, cisteina, asparaginas, valina, glicina, serina,
glutamina, tirosina, acido aspartico, acido glutdmico, treonina, o aminoacidos
no proteogénicos que se producen de manera natural tales como J-alanina,
ornitina, etc. En algunas realizaciones, el aminoacido incorporado en la
posicién 133 de la SEQ ID NO: 1, o la posicién correspondiznte en la SEQ
ID NO: 2, es un aminoacido distinto de histidina, arginina, lisina, isoleucina,
fenilalanina, leucina, triptéfano, alanina, cisteina, asparaginas, valina, glicina,
sérina, glutamina, tirosina, acido aspartico, acido glutamico, treonina, o
aminoacidos no protsogénicos que se producen de manera natural tales
como -alanina, ornitina, etc.

En algunas realizaciones, se incorpora de manera rikosémica uno o
mas aminodcidos no codificados de manera natural en una o mas
posiciones del bG-CSF (SEQ ID NO: 1) y el uno o mas Aacidos o
aminoacidos no codificados de manera natural no incluyen histidina,
arginina, lisina, isoleucina, fenilalanina, lzucina, triptéfano, alanina, cisteina,
asparaginas, valina, glicina, serina, glutamina, tirosina, acido aspartico,

acido glutamico, treonina, 0 aminoacidos no proteogénicos que se producen
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de manera natural tales como [O-alanina, ornitina, etc. En algunas
realizaciones, se incorpora de manera ribosémica uno o mas aminoacidos
no codificados de manera natural en una o0 mas posiciones del hG-CSF
(SEQ ID NO: 2) y €l uno o mas acidos o aminoacidos no codificados de
manera natural no incluyen histidina, arginina, lisina, isoleucina, fenilalanina,
leucina, triptofano, alanina, cisteina, asparaginas, valina, glicina, serina,
glutamina, tirosina, acido aspartico, acido glutamico, trzonina, o aminoacidos
no proteogénicos que se producen de manera natural tales como J-alanina,
ornitina, etc. En algunas realizaciones, &l aminoacido incorporado de
manera ribosémica &n la posicidon 133 de la SEQ ID NO: 1, o la posicidn
correspondiente en la SEQ ID NO: 2, s un aminoacido distinto de histidina,
arginina, lisina, isoleucina, fenilalanina, leucina, triptdéfano, alanina, cisteina,
asparaginas, valina, glicina, serina, glutamina, tirosina, acido aspartico,
acido glutdmico, treonina, o aminoacidos no proteogénicos quz se producen
de manera natural tales como 0O-alanina, ornitina, etc. En algunas
realizaciones, se incorpora uno o mas aminoacidos no codificados de
manera natural en una 0 mas posicionas del bG-CSF (SEQ ID NO: 1) en el
que &l uno o mas acidos o aminoacidos no codificados de manera natural
tiene o tienen un grupo o grupos funcionales no reconocidos mediante una
RS endégena. En algunas realizaciones, s= incorpora uno o mas
aminoacidos no cadifizados de manera natural en una o mas posiciones del
bG-CSF (SEQ ID NO: 2) en el que el uno 0 mas acidos o aminoacidos no
codificados de manera natural tiene o tienen un grupo o grupos funcionales
no resonocidos mediante una RS endédgena. En algunas realizaciones, el
polipéptido bG-CSF de la presente invencién tiene un aminoacida
incorporado en la posicion 133 de la SEQ ID NO: 1, o la posicidn
correspondiente en la SEQ ID NQ: 2, en el que el aminoacido tiene un grupo
o grupos funcionales no reconocidos mediante una RS endégena. En
algunas realizaciones, el pdlipéptido bG-CSF de la presente invencidn tiene
una para-acetilfenilalanina incorporada en la posicién 133 de la SEQ 1D NO:
1, o la posicién corrzspondiente =n la SEQ ID NO: 2. En algunas
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realizaciones, el polipéptido bG-CSF de la presente invencién tiens un para-
aminofenilalanina incorporada en la posicion 133 de la SEQ ID NO: 1, o la
posicidén correspondiente en la SEQ ID NO: 2.

En algunas realizacion2s, el amincacido que nn se produce de
manera natural en una o mas de esas posicionas s& ung a un polimero
soluble en agua, incluyendo, p=ro sin limitarse a, las posicionzs: antes de la
posicidn 1 (es decir en el extremo N terminal), 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 26, 30, 31,
32, 32, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 45, 47, 48, 49, 50, 51,

, 83, 84, 55, 56, 57, 58, K9, 60, 61, 62, 63, 64, A5, 33, 87, 688, 69, 70, 71,
72,73, 74, 75,76, 77, 7 79, 80, 81, 82, 82, 84, 85, 36, &7, 88, 89, 90, 91,
52, &3, &4, 95, 63, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108,
109, 110, 114, 112, 113, 114, 115, 118, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123,
124, 125, 128, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 1323, 134, 135, 136, 137, 138,
139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 180, 151, 152, 153,
154, 155, 156, 157, 158, 1589, 180, 161, 162, 163, 154, 165, 156, 167, 163,
169, 170, 171, 172, 173, 174, 175 (s decir, en el extramo carboxilo terminal
de la proteina), y cualquier combinacién de las mismas (SEQ ID NO: 1 o los
aminoacidos correspondientes en la SEQ ID NO: 2 o los aminoacidos
correspondientes en otro polipéptido hG-CSF). .

En algunas realizaciones, el aminoacide qu= no se produce de
manera natural &n una o mas de esas posiciones s& une a un polimero
soluble en agua, incluyendo, pero sin limitarse a, las posiciones: 3, 7, 11,
33, 43, 88, A2, 87, 69, 98, 99, 123, 124, 125, 133, 134, 135, 141, 159, 155,
169, 170, 173, y cualquier combinacién de las mismas (SEQ ID NQ: 1 o los
aminoacidos correspondientes en la SEQ ID NO: 2). En algunas
realizaciones, &l aminoacido que no se produce de manera natural en una o
mas de esas posiciones se une a un polimero soluble en agua, incluyendo,
pero sin limitarse a, las posiciones: 3, 7, 33, 43, §8, 82, 67, 69, @9, 123, 124,
132, 134, 141, 166, y cualquier zombinacion de las mismas (SEQ ID NQ: 1 o
los aminoacidos correspondientes en la SEQ ID NO: 2). En algunas

]
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realizaciones, el aminoacido que no se& produce de manera natural en una o
mas de esas posiciongs se una a un polimero soluble en agua, incluyendo,
pero sin limitarse a, las posiciones; 2, 7, 62, 133, 138, y cualquier
combinacion de las mismas (SEQ ID NO: 1 o los aminoacidos
correspondientes en la SEQ ID NO: 2). En algunas realizaciones, el
aminoacido nc codificado de manera natural en una 0 mas de =sas
posiciones se une a un polimero soluble en agua, incluyzndo, pero sin
limitarse a, 62, 133, y una comhinacion de las mismas (SEQ ID NO: 1 o los
aminoacidos correspondientes en la SEQ ID NO: 2). En algunas
realizaciones, 2l aminoacido no codificado de manera natural en la posicion

2 se une a un polimero soluble en agua (SEQ ID NO: 1 o el aminoasido
correspondiente en la SEQ ID NO: 2). En algunas realizaciones, el
aminoacido no codificada d= manera natural en la posicion 133 se une a un
polimero soluble en agua (SEQ ID NO: 1 o el aminoacido correspondiente
en la SEQ ID NO: 2). En algunas realizaciones, ¢l aminoacido que no se
produce de manera natural en la secuencia sefial o lider N o C terminal con
respecto a la SEQ ID NO: 1, 2 u otra secuencia de hG-CSF se une a un
polimero soluble en agua.

Un examen de la estructura cristalina de bG-CSF o miembro(s) de la
familia de bG-CSF y su interaccion con &l receptor de G-CSF puede indicar
que determinados residuos de aminoacidos tiznen cadenas laterales que
son total o parcialmente accesibles para el disolvente. La cadena lateral de
un aminoacido no codificado de manera natural en esas posiciones puede
estar dirigida alejandose de la superficie de la proteina y hacia ! disolvente.

Una amplia variedad d= aminoacidos no codificados de manera
natural puede sustituirse por, o incorporarse en, una posicidn dada en un
polipéptido hG-CSF. En general, un aminoacido no codificado de manera
natural particular se selecciona para su incorporacion basandose en un
examen de la estructura cristalina tridimensional de un polipéptido bG-CSF u
otro mi=mbro de la familia de G-CSF con su recaptor, una preferencia para

sustituciones conservativas (es decir, aminoacidos no codificados de

\X



wh

10

15

30

187

manera natural basados en arilo, tales como p-acetilfznilalanina u O-
propargiltirosina sustituyen a Phe, Tyr o Trp), y la quimica de conjugacién
especifica que se desea introducir en &l polipéptido bG-CSF (por gjemplo, la
introducciéon dez 4-azidofenilalanina si se desea realizar una cicloadicién
[3+2] de Huisgen con un polimern soluble en agua que lleva un resto alquino
0 una formacion de enlace amida con un polimero soluble en agua que lleva
un éster arilico que, a su vez, incorpora un resto fosfina).

En una realizacion, el método incluye ademas incorporar en la
proteina el aminoacido no natural, en el que &l aminoacido no natural
comprende un primer grupo reactivo; y poner en contacto la proteina con
una molécula (incluyendo; pero sin limitarse a, hidroxialquilaimiddn (HAS),
hidroxietilaimidon (HES), un marcador, un colorante, un polimero, un
polimero soluble en agua, un derivado de polictilenglical, un agente de
fotarreticulacién, un radionuclido, un compuesto citotoxico, un farmaco, un
marcador de afinidad, un marcador de fotoafinidad, un compuesto reactivo,
una resina, una segunda proteina o polipéptido o analogo de polipéptido, un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo, un guelante de metales, un cofactor,
un acido graso, un hidrato de carbono, un polinucleétido, un ADN, un ARN,
un polinuclzdtido antisentido, un sacéride, un dendrimero soluble en agua,
una ciclodextrina, un acido ribonucleico inhibidor, un biomaterial, una
nanoparticula, un marcador de espin, un fluoréforo, un resto que contiene
metal, un resto radiactivo, un grupo funcional novedoso, un grupo que
interacciona de forma covalente o no covalente con otras moléculas, un
resto fotoenjaulado, un resto excitable mediante radiacion actinica, un resto
fotoisomerizable, biotina, un derivado de hiotina, un analogo de biotina, un
resto que incorpora un atomo pesado, un grupo escindible quimicamente, un
grupo fotoescindible, una cadena lateral alargada, un azucar unido a
carbono, un agente activo redox, un aminotioacido, un resto téxico, un resto
marcado isotdpicamente, una sonda biofisica, un grupo fosforescente, un
grupo quimioluminiscents, un grupo electrodenso, un grupo magnético, un

grupo de intercalaciéon, un croméforo, un agente de transferencia de energia,
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un agente biolégicamente active, un marcador detectable, una molécula
pequefa, un punto cuantico, un nanctransmisor, un radionucledtido, un
radiotransmisor, un agente de captura de neutrones, o cualquier
combinacién de los anteriores, o cualquisr otro compuesto o sustancia
deseable) que comprende un segundo grupo reactivo. El primer grupo
reactivo reacciona con el segundo grupo reactivo para unir la molécula al
aminoacido no natural a través d= una cicloadicién [3+2]. En una r2alizacién,
el primer grupo r2activo es un resto alquinilo o azido y &l segundo grupo
reactivo es un resto azido o alquinilo. Por gjemplo, el primer grupo reactivo

es el resto alquinilo (incluyendo, pero sin limitarse a, en el aminoacido no

- natural p-propargiloxifenilalanina) y el segundo grupo reactivo es &l resto

azido. En otro ejemplo, el primer grupo reactivo es el resto azido
(incluyendo, pero sin limitarse a, en &l aminoacido no natural p-azido-L-
fenilalanina) y 2l segundo grupo reactivo es 2l resto alquinilo.

En algunos casos, la(s) sustitucidn/sustituciones de aminoacido no
codificado de manera natural se combinaran con otras adiciones,
sustituciones o deleciones dentro del polipéptido bG-CSF para afectar a
otros rasgos hiolégicos del polipéptido bG-CSF. En algunos casos, las otras
adiciones, sustituciones o deleciones pusden aumentar la estabilidad
(incluyendo, pero sin limitarse a, resistencia a la degradacion proteolitica)
del polipéptido hG-CSF o aumentar la afinidad del polipéptido bG-CSF para
su receptor. En algunos casos, las oftras adiciones, sustituciones o
delacionas puaden aumentar la estabilidad farmacéutica del polipéptido hG-
CSF. En algunos casos, las otras adiciones, sustituciones o deleciones
pueden potenciar la actividad bioldgica del polipéptido hG-CSF. En algunos
casos, las ofras adiciones, sustituciones o deleciones pueden aumentar la
solubilidad (incluyendo, pero sin limitarse a, cuande se exprésa en E. cali u
otras células huésped) del polipéptido bG-CSF. En algunas realizaciones,
las adiciones, sustituciones o deleciones pueden aumentar la solubilidad del
polipéptido bG-CSF tras la expresion en E. coli u otras células huésped

recombinant2s. En algunas realizaciones, se seleccionan sitios para la
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sustituciéon con un aminoacido codificado de manera natural o no natural
ademas de ofro sitio para la incorporaciéon de un aminoacido no natural que
da como resultade el aumento de la solubilidad del polipéptido tras la
expresién en E. coli u otras células huésped recombinantes. En algunas
realizaciones, los polip&ptidos bG-CSF compranden otra adicion, sustitucién
o delecion que modula la afinidad para un receptor, protsinas de unién o
ligando asociado, modula la transduccién de sedal tras la unién a un
receptor, modula la semivida circulante, modula la liberacién o
biodisponibilidad, facilita la purificacion, o mejora o altera una via de
administracidn particular. En algunas realizaciones, los polipéptidos bG-CSF
comprenden una adician, sustitucién o delecion que aumenta la afinidad de
la variante de bG-CSF para su receptor. De manera similar, los polipéptidos
hG-CSF pueden comprender secuencias de escisidn quimica o por enzimas,
secuencias de scision por proteasa, grupos reactivos, dominios de union a
anticuerpo (incluyendo, pero sin limitarse a, FLAG o poli-His) u otras
secuencias basadas en afinidad (incluyendo, pero sin limitarse a, FLAG,
poli-His, GST, etc.) o moléculas unidas (incluyendo, pero sin limitarse a,
biotina) que megjoran la dat=ccion (incluyendo, pero sin limitarse a, GFP),
purificacién, transporte a través de tejidos o membranas celulares,
activacién o liberacién de profarmaco, reduccién del tamafio de bG-CSF, u
otros rasgos d=l polipéptido.

En algunas realizacionzs, la sustitucibn de un aminoacido no
codificado de manera natural genera un antagonista de bG-CSF. En algunas
realizaciones, se sustituy2 o afiade un aminoacido no codificado de manera
natural en una regién implicada en la unién a receptor. En algunas
realizaciones, los antagonistas de= bG-CSF comprenden al menos una
sustitucién que provoca que el hG-CSF actiie como antagonista. En algunas
realizaciones, el antagonista de hG-CSF comprende un aminoacide no
codificado de manera natural unido a un polimero soluble en agua que esta

presente &n una region de unién a receptor de la molécula de bG-CSF.
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En algunas realizaciones, la sustitucién de un aminoacido no
codificado de manera natural genera un antagonista dz bG-CSF. En algunas
realizaciones, el antagonista de bG-CSF comprendz un aminoacido no
codificado de manera natural unido a un polimero soluble =n agua que esta
prasente en una region de unidn a receptor de la molécula de bG-CSF.

En algunos casos, se sustituy= 1, 2, 3, 4, 5, 6,7, 8, 9, 10 0 mas
aminoacidos por uno 0 mas aminoacidos no codificados de manera natural.
En algunos casos, el polipéptido bG-CSF incluys ademas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
5, 9, 10 o mas sustitucionzs de aminoacidos que se producen de manera
natural por uno o mas aminoacidos no codificados de manera natural. Por
gjemplo, =n algunas realizaciongs, se& sustituye uno o mas residuos en bG-
CSF por uno o mas aminodcidos no codificados de manera natural. En
algunos casos, €l uno o mas residuos no codificados de manera natural
estan unidos a uno o mas PEG linecales o ramificados de menor peso
molecular, potenciando asi la afinidad de unién y la semivida en suero
comparable con respecto a las especies unidas a un Gnico PEG de mayor
pesn molecular.

En algunas realizaciones, s= sustituyen hasta dos de los siguientas
residuos de bG-CSF por uno o mas aminoacidos no codificados de manera
natural.

VII. Expresién en no gucariotas y eucariotas

Para obtener un alto nivel de expresion de un polinucleétido de bG-
CSF clonado, normalmente se subclonan polinucledtidos que codifican para
un polipéptido bG-CSF d= la invencién en un vector de expresion que
contien= un promotor fuerte para dirigir la transcripcién, un terminador de
transcripcién/traduccion, y si es para un acido nucleico que codifica para una
proteina, un sitio de unién a ribosoma para ¢l inicio de la traduccién. Los
evpertos en la técnica conocen promotores bacterianos adecuados y se
dzscriben, por ejemplo, en Sambrook &t al y Ausubel &t al.

Sistemas de expresion bacteriana para expresar polipéptidos bG-CSF

de la invencién estan disponibles en, incluyendo, pero sin limitarse a, E. ¢oli,

I\
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Bacillus  sp., Pseudomonas  fluorescens,  Pseudomonas aeruginosa,
Psaudomonas putida, y Salmonella (Palva ot al, Gen 22:229-235 (1983);
Mosbach et al, Nature 302:543-545 (1933)). Hay kits para tales sistemas de
expresion comercialmente disponiblzs. Los expertos en la técnica conocen
sistemas de expresién eucariota para células de mamifero, levadura y
células de insecto y también estan comercialmente disponibles. En casos en
los que se usan ARNt y aminoacil-ARNt sintetasas ortogonales (descritos
anteriormente) para expresar los polipéptidos bG-CSF de la invencién, se
seleccionan células huésped para la expresion hasandose en su capacidad
para usar los componehtes ortogonales. Células huésped a modo de
gjemplo incluyen bacterias Gram-positivas (incluyendo, pero sin limitarse a
E. hrevis, B. subtilis & Strepiomyces) y bacterias Gram-negativas (E. ool
Pseucdomonas  fluorescens,  Pszeudomonas  aeruginosa,  Pseudomonas
puticla), asi como levadura y otras células eucariotas. Pueden usarse cZlulas
que comprenden pares de OARNt/Q-RS segln se describe en &l presente
documento.

Una célula huésped eucariota o célula huésped no eucariota de la
presente invencion proporciona la capacidad para sintetizar proteinas que
comprenden aminodacidos no naturales en grandes cantidades dtiles. En un
aspecto, la composicién incluye opcionalmente, incluysndo, pero sin
limitarse a, al menos 10 microgramos, al menos 50 microgramos, al menos
75 microgramos, al menos 100 microgramaos, al menos 200 microgramos, al
menos 250 microgramos, al menos 500 microgramos, al menos 1 miligramo,
al menos 10 miligramos, al menos 100 miligramos, al menos un gramo, o
mas d= la proteina que comprende un aminoacido no natural, o una cantidad
que puede lograrse con métodos de produccion de proteinas in vivio (en el
presente documento se proporcionan detalles sobre la produccién y
purificacién de proteinas recbmbinantes). En otro aspecto, 1a proteina esta
opcionaimente presente en la composicion &n una concentracion de,
incluyendo, pero sin limitarse a, al menos 10 micregramos de proteina por

litro, al menos 50 microgramos de proteina por litro, al menos 75
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microgramos de proteina por litro, al menos 100 microgramos de protzina
por litro, al menos 200 microgramos de proteina por litro, al menos 250
microgramos de proteina por litro, al menos 500 microgramos de proteina
por litro, al menos 1 miligramo de proteina por litro, o al menos 10
miligramos de proteina por litro o mas, en, incluyendo, pero sin limitarse a,
un lisado celular, un tampén, un tampén farmacéutico u otra suspension
liquida (incluyendo, pera sin limitarse a, en un valumen de, incluyenda, paro
sin limitarse a, cualguiera desde aproximadament2 1 nl  hasta
aproximadamente 100 nl o mas). La produccion de grandes cantidades
(incluyendo, pero sin limitarse a, mayor d2 o que &€s normalmente posible
con otros métodos, incluyendo, pero sin limitarse a, traduccién in vitro) de
una proteina en una célula eucariota incluy=ndo al menos un aminoacido no
natural es una caracteristica de la invencién.

Una célula huésped eucariota o célula huésped no eucariota de la
presente invencidn proporciona la capacidad para hiosintatizar proteinas que
comprenden aminoacidos no naturalzs =n grandes cantidades utiles. Por
ejemplo, pueden producirse proteinas que comprenden un aminoacido no
natural en una concentracion de, incluyendo, pero sin limitarse a, al menos
10 Dgflitro, al menos 50 Ogflitro, al menos 75 Ogflitro, al menos 100 Og/litro,
al menos 200 Dgllitro, al menos 250 Og/litro, o al menos 500 Dgllitro, al
menos 1 mg/litro, al menos 2 mg/litro, al menos 3 mgllitro, al menos 4
mgl/litro, al menos 5 mg/litro, al menos 6 mgl/litro, al menos 7 mg/iitro, al
menos 8 mg/litro, al menos 9 mg/litro, al menos 10 mgl/litro, al menos 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500, A00, 700, 800, SO0 my/litro, 1
gllitro, 5 gllitro, 10 gllitro o mas de protzina en un extracto celular, lisado
celular, medio de cultivo, un tampén y/o similares.

Hay varios vectores adecuados para la expresion de bG-CSF
comercialmente disponibles.‘Vectores de evpresién dtiles para huéspedes
eucariota incluyen, pero no se limitan a, victores que comprendesn
secuencias de control de la exprasion de SV40, virus dzl papiloma bovino,
adenovirus y citomegalovirus. Tales vectores incluyen pCDNA3. 1(+)\Hyg
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(Invitrogen, Carlshad, Calif., EE.UU.) y pCl-neo (Stratagzne, La Jolla, Calif.,
EE.UU.). Pueden usarse plasmides bacterianos, tales como plasmidos de E.
eoli, incluyendo pBR322, pET3a y pET12a, plasmidos de gama d=
hufspedzs mas amplia, tales como RP4, ADN de fago, por sjemplo, los
numerosos derivados de fago lamhda, por gjemplo, NMa89, y otros fagos de
ADN, tales como M 13 y fagos de ADN monocatenario filamentoso. El
plasmido 20 y derivados del mismo, el vector POTI (patente estadounidense
n.® 4.931.373 que se incdrpora como referencia), el vector pJSO37 descrito
en (Okkels, Ann. New York Acad. Sci. 732, 202 207, 19968) y pPICZA, Bo C
(Invitrogen) pueden usarse con oélulas huésped de levadura. Para células
de insecto, los vectores incluyen pero no sz limitan a, pVL941, pBG311
(Cate =t al., “Isolation of the Bovine and Human Genes for Mullerian
Inhibiting Substance and Expression of the Human Gene in Animal Cells”,
Cell, 45, pags. 635 93 (1986), pBluabac 4.5 y pMelbac (Invitrogen, Carlsbad,
CA).

La secuencia de nucledtidos que codifica para un polipéptido bG-CSF
también puede incluir o nb una secuencia que codifica para un peptido
sefal. El péptido sefal esta presente cuando el polipéptido va a secretarse
desde las células en las que se expresa. Tal péptido sefal puede ser
cualquier secuencia. El péptido sefal pusde ser procariota o eucariota.
Coloma, M (1992) J. Imm. Methods 152:89 104) describe un péptido sehal
para su uso en células de mamifero (péptido sefal d= cadena ligera kappa
de Ig murina). Otros péptidos saRal incluyen pero no se limitan a, ¢l péptido
sefal de factor « de S. cersvisiae (patente estadounidense n.® 4.870.002
que se incorpora como referencia al presente documeanto), 2! péptido sefal
de amilasa salival de ratén (O. Hagenbuchle af al., Nature 289, 1981, pags.
643-646), un péptido sefial de carboxipeptidasa modificado (L. A. Vails &t al.,
Cell 48, 1687, pags. 887-8G7), el péptido sefal BARI de levadura
(documento WO €7/02670, que se incorpora como referencia al presente
documento), y el péptido sefal de proteasa aspartica 3 de levadura (YAP3)
(véase M. Egel-Mitani «f al., Yeast &, 1990, pags. 127-137).
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Ejemplos de células de mamifero adecuadas los conocen los
expertos en la técnica. Tales células huésped puede ser células de ovario de
hamster chino (CHO), (por gjemplo CHO-KI; ATCC CCL-A1), células de
mono verde (COS) (por ¢jemplo COS | (ATCC CRL-1650), COS 7 (ATCC
CRL-1651)); células de ratdn (por gjemplo NS/Q), lineas celulares de rifion
de hamster recién nacide (BHK) (por gjemplo ATCC CRL-1632 o ATCC
CCL-1O), y células humanas (por ejemplo HEK 2923 (ATCC CRL- 1573)), asi
como células vegetales en cultivo tisular. Estas lineas celulares y otras estan
disponibles a partir de depdsitos publicos tales como la Coleccidn
Americana de Cultivos Tipo, Rockvillz, Md. Con &l fin de proporcionar una
glicosilacién mejorada del polipéptido hG-CSF, puede modificarse una celula
huésped de mamifero para que exprase sialil transferasa, por gjemplo 1,6-
sialiitransferasa, por egjemplo segin se describe en la patente
estadounidense n.® §.047.335, due se incorpora como referencia al presente
documento.

Los métodos para la introduccion de ADN exégeno en células
huésped de mamifero incluyen pero no se limitan a, transfeccién mediada
por fosfato de calcio, electroporacién, transfeccién mediada por DEAE-
dextrano, transfeccidon mediada por liposomas, vectores virales y los
métodos de transfeccion descritos por Life Technologies Ltd, Paisiey, R.U.
usando Lipofectamin 2000 y Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis,
EE.UU. usando FUGENE 6. Estos métodos se conocen bien en la técnica y
se describen por Ausbel et al. (eds)., 1996, Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley & Sons, Nueva York, EE.UU. El cultive d= células de
mamifero pueds realizarse segin métodos establecidos, por gjemplo seguin
se da a conocer en (Animal Cell Biot=chnology, Methods and Protocols,
editado por Nigel Jenkins, 1999, Human Press Inc. Totowa, N.J., EE.UU. y

Harrison Mass, y Rae IF, General Techniques of Cell Culture, Cambridge

University Press 1997).

|. Sistemas de expresion, cultivo y aislamiento
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Pueden expresarse los polipéptidos bG-CSF en cualquier nimero de
sistemas de expresidn adecuados incluyendo, por ejemplo, células de
levadura, insecto, células de mamifero y bacterias. S facilita a continuacién

una descripeion de sistzmas de exprasion a modo de ejemplo.

Levadura

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “levadura”
incluye cualquiera de las diversas levaduras que puede eapresar un gen que
codifica para un polipéptido bG-CSF. Tales levaduras incluysn, psro no se
limitan a, levaduras Ascosporagenous (Endomycetales),  levaduras
Basidiosporogenous y levaduras pertenecientes al grupo Fungi imperfecti
{Blastomycetas). Las lavaduras ascosporagencus se dividen =n dos familias,
Spermophthoraceas y Saccharomycetaceae. Esta dltima se compong de
cuatro subfamilias, Schizosaccharomycoideae (por e€jemplo, género
Schizasaccharomyces), Nadsonicideae, Lipomycoideas y
Saccharomycoideae  (por' gjemplo, géneros  Fichia, Kluyveromyces y
Saccharomyces). Las levaduras Basidiasparagenous incluyen los géneros
Leucogsporidium,  Rhodosporidium,  Sporidioholus,  Filobasidium, —y
Filohasidiella. Las levaduras pertenecientes al grupo Fungi imperfecti
{Blastomyicetes) se dividen en dos familias, Sporoholomycelaceas (por
gjemplo, géneros Sporobolomyces y Bullera) y Cryptococcaceas  (por
gjemplo, género Candida).

Son de particular interés para su uso con la presente invencidn las
especies dentro de los géneros Pichia, Kluyveromyoes, Saccharomyces,
Schizogaccharomyces, Hansemtla, Torulopsis y Candida, mduyendo pero
sin limitarse a, P. pastaris, P. guillerimondii, S. cerevisiae, 8. carlshergensis,
S. diastaticus, S. douglasii, S. Kuyveri, 8, norbensis, 8. oviformis, K. lactis,
K. fragius, C. albicans, C. maltosa y H. palimorpha.

La seleccion de levaduras adecuadas para la expresion de
polipéptidos bG-CSF estd dentro del conocimiento de un experto en la

9 ’)/6
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técnica. En la seleccion de huéspedes de levadura para la expresion, los
huéspedes adecuados pueden incluir los que han mostrade que tienen, por
gjemplo, buzna capacidad de secrecion, baja actividad proteolitica, buena
capacidad de secrzcion, buena produccién de proteinas solubles y robustez
global. Las levaduras estan disponiblzs generalmente a partir de una
variedad de fuentes incluyendo, pero sin limitarse a, el Centro de Reserva
Genética de Levaduras‘, Departamento de Biofisica y Fisica Médica,
Universidad de California (Berkeley, CA), y la Coleccidn Americana de
Cultivos Tipo (‘ATCC") (Manassas, VA).

La expresion “‘huésped de levadura” o “célula huésped de levadura”
incluye levaduras que pueden usarse, o se han usado, como receptor para
vectores recombinantes u otro ADN de transferencia. La exprasidn incluye la
progenie de la célula huésped de lzvadura original que ha recibido los
vectores recombinantes u otre ADN de transferencia. Se entiende que la
progenie de una Unica célula parental puede no ser necesariamente idéntica
por completo en morfologia o &n ADN genomico o total complementario al
progenitor original, debido a una mutacién accidental o deliberada. La
progenie de la célula parental que son suficientemente similares a la célula
parental que va a caracterizarse mediante la propiedad relevante, tal como
la presencia de una secuencia de nucleétidos que codifica para un
polipéptido bG-CSF, estan incluidos en la progenie pretendida mediants esta
definicién.

Se han desarrollado vectores de expresiéon y transformacion,
incluyendo replicones extracromosomicos o vectores de integracion, para su
transformacion 2n muchos huéspedes de levadura. Por ejemplo, s& han
desarrollado vectores de exprzsidn para S. cerevisiae (Sikorski et al,
GENETICS (198%) 122:19; lto &f al, J. BACTERIOL. (1983) 153 : 163,
Hinnen et al., PROC. NATL. ACAD. SCI. USA (1978) 75:1929), C. alhicans
(Kurtz =t al,, MOL. CELL. BIOL. (1938) 5:142); C. maltosa (Kunze <t al., J.
BASIC MICROBIQL. (1985) 25: 141); H. polimorpha (Gleeson et al., J. GEN.
MICROBIOL. (1986) 132:345%; Roggenkamp et al., MOL, GENETICS AND
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GENOMICS (1986) 202:302); K. fragilis (Das ef al., J. BACTERIOL. (1984)
158:1165); k. lactis (De Louvencourt ef al., J. BACTERIOL. (1983) 154737,
Van den Berg &t al., BIOTECHNOLQOGY (NY) (1890) &:135); P. guillerimondii
(Kunze et al, J. BASIC MICROBIOL. (1685) 25:141); P. pastoris (patentes
estadounidenses n.%® 5.324.830; 4.929.555; y 4.837.148; Cregg &f al, MOL.
CELL. BIOL. (1985) 5:337R); Schiznsarcharomyces pombe (Beach &t al.,
NATURE (1982) 300:708); & Y. lipolitica, A. nidulans (Ballance et al,
BIOCHEM. BIOPHYS. RES. COMMUN. (1683) 112:284-89; Tilburn =f al.,
GEN (1983) 23:205-221 ; y Yelton &t al, PROC. NATL. ACAD. SCI. USA
(1984) 81: 1470-74); A. niger (Kelly y Hynes, EMBO J. (1685) +:4758-479); T,
reecia (EP 0 244 234); y hongos filamentosos tales como, por gjemplo,
Neurospora, Peniciltium, Tolypocladium (documento WO ©1/00357), cada
uno incorporado como referencia al presente documento.

Los expertos en la técnica conocen secuencias control para vectores
de levadura e incluyen, pero no se limitan a, regiones promotoras de genes
tales como alcohol dashidrogenasa (ADH) (documento EP 0 284 044);
enolasa; glucocinasa; glucosa-6-fosfato isomerasa; gliceraldehido-3-fosfato-
deshidrogenasa (GAP o GAPDH); hexocinasa; fosfofructorinasa;  3-
fosfoglicerato mutasa; y piruvato cinasa (PyK) (documento EP 0 329 203). El
gen PHOS de levadura, que codifica para fosfatasa acida, también puede
proporcionar secuencias promotoras Utiles (Miyanohara ef al., PROC. NATL,
ACAD. SCI. USA (1983) 80:1). Otras secuencias promotoras adecuadas
para su uso con huéspedes de levadura pueden incluir lIos promotores para
3-fosfoglicerato cinasa (Hitzeman ef al., J. BIOL. CHEM. (1980) 255: 12073);
y otras enzimas glicoliticas, tales como piruvato descarboxilasa, triosa
fosfato isomerasa, y fosfoglucosa isomerasa (Holland ef  al,
BIOCHEMISTRY (1678) 17:4600; Hess et al., J. ADV. ENZYME REG.
(1969) T:149). Los promotores inducibles de levadura que tienen la ventaja
adicional de transcripcién controlada por las condiciones de crecimiento
pueden incluir las regionzs promotoras para alcohol deshidrogenasa 2;

isocitocromo C; fosfatasa acida; metalotionzina; gliceraldehida-3-fosfato
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deshidrogenasa; enzimas degradativas asociadas con el metaholismo del
nitrégeno; y enzimas responsables de la utilizacion de maltosa y galactosa.
Se describen adicionalmznte vectores y promotores adecuados para su uso
en la expresion en levaduras en &l documento EP 0 072 657.

También pueden usarse potenciadores de levadura con promotores
de levadura. Ademas, los promotoras sintéticos también pueden funcionar
como promotoras de levadura. Por gjemplo, las secuencias de activacion en
sentido 5' (UAS) de un promotor de levadura puede unirse con la region de
activacion de la transcripcién de otro promotor d= levadura, creando un
promotor hibrido sintético. Los ejemplos de tales promotores hibridos
incluyen la secuencia reguladora de ADH unida a la regién de activacion de
la transcripcion de GAP. Véanse las patentes estadounidenses n.*
4.880.734 y 4.878.197, que se incorporan como refergncia al presente
documento. Otros ejemplos de promotores hibridos incluyen promotores que
consisten en las secuencias reguladoras d= los genes ADH2, GAL4, GALIO
o PHO5, combinadas con la regién de activacion de la transcripcion de un
gen de enzima glicolitica tal como GAP o PyK. Véase el documento EP 0
164 556. Ademas, un promotor de levadura puede incluir promotores que se
producen de manera natural de origen distinto a levadura que tienen la
capacidad para unirse a ARN polimerasa de levadura & iniciar la
transcripcién. |

Otros elementos de control que pueden comprender parte de los
vectores de expresion de levadura incluyen terminadores, por ejemplo, de
los genes de GAPDH o =nolasa (Holland of al., J. BIOL. CHEM. (1981)
256:1385). Ademas, el origen de replicacion del origen del plasmido 2p es
adecuado para levadura. Un gen de seleccion adecuado para su uso en
levaduras es el gen trpl presente en el plasmido de levadura. Vease
Tschumper et al., GEN (1680) 10:157; Kingsman &f al.,, GEN (1979) 7:141.
El gen trpl proporciona un marcador de seleccidon para una cepa mutante de

lzvadura que carece de la capacidad para cracer en triptéfano. De manera
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similar, las cepas de levadura deficientes en Leu2 (ATCC 20.622 o 38.626)
se complementan mediant2 plasmidos conocidos que llevan &l gen Leud.

Los expertos en la técnica conocen métodos de introduccion de ADN
ex6geno en huéspedes de levadura, y normalmente incluyen, paro no se
limitan a, o bien la transformaciéon de esferoplastos o hien de células
huésped de levadura intactas tratadas con cationes alcalinos. Por gjemplo,
puede llevarse a cabo la transformacion da levadura segun el método
descrito en Hsiao et al., PROC. NATL. ACAD. SCI. USA (1979) v6:3829 y
Van Solingen ef al., J. BACT. (1977) 130:945. Sin embargo, también pueden
usarse otros métodos para introducir ADN en células tales como mediante
inyeacidn nuclear, electroporacidn o fusién de protoplastos segun se
describe generalments en SAMBROOK. ET AL, MOLECULAR CLONING: A
LAB. MANUAL (2001). Las células huésped de lzvadura pueden cultivarse
entonces usando técnicas convencionales conocidas por los &xpertos en la
técnica.

Los expertos en la técnica conocen otros métodos para expresar
proteinas heterdlogas en células huésped de levadura. Veanse
generalmznte la publicacion de patente estadounidense n.® 20020055169,
las patentes estadounidenses n.%° 6.361.089; 6£.312.923, 6.183.985;
5.082.723; 6.017.731; 5.A74.703; 5.826.203; 5.602.024; y 5.089.398; las
patentes estadounidenses raexaminadas n.°® RE37.343 y RE35,749, las
solicitudes de patente PCT publicadas WO 99/07862; WO ©8/37208; y WO
98/26080; las solicitudes de patente europea EP 0 946 736; EP 0 732 403;
EP 0 480 480; WQ @0/10277; EP 0 240 983; EP 0 329 203; EP 0 324 274 y
EP 0 164 556. Véanse también Gelliss=n <f al, ANTONIE VAN
LEEUWENHOEK (1992) 32(-2):79-93; Romanos &l al., YEAST (199Z2)
8(A):423-4E8; Goeddel, METHODS IN ENZYMOLOGY (1980) 185:3-7, cada
uno incorporado como raferencia al presente dosumento.

Las cepas huésped de levadura puaden hacerse crecer en
fermentadores durante la fase de amplificacién usando métodos de

fermentacion semicontinuos convencionales conocidos por los expertos en
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la técnica. Los métodos de fermentacion pueden adaptarse para tenar en
cuenta diferencias en una ruta de utilizaciéon de carhone o modo de control
de la expresién del huésped de levadura particular. Por ejemplo, la
fermentacién de un huésped de levadura Saccharomyces puede requerir
una unica alimentacién d2 glucosa, una fuente de nitrégeno compleja (por
gjemplo, hidrolizados de caseina), y complementacion con multiples
vitaminas. Por el contrario, la levadura matilotréfica F. pastoris pueds
requerir alimentaciones d= glicerol, metancl y oligoslementos, pero sdélo
sales de amonio sencillas (nitrégenc) para una expresion y un crecimiento
optimos. Véanse, por gj=mplo, la patente estadounidense n.® 5.324.639,
Elliott et al., J. PROTEIN CHEM. (1990) 2:95; y Fieschko &t al., BIQTECH.
BIOENG. (1987) 29:1113, incorporados como referencia al presente
documento.

Tales métodos de fermentacion, sin embargo, pueden tener ciertas
caracteristicas comunas independientes de la cepa huésped de levadura
empleada. Por gjemplo, un nutriente limitante del crecimiento, normalmente
carbono, puede afadirse al fermentador durante la fase de amplificacion
para permitir un crecimiento maximo. Ademas, los métodos de fermentacion
emplean generalmante un medio de fermentacion disefiado para contener
cantidades adecuadas de carbono, nitrégens, sales basalzs, fésforo y otros
nutrientes minoritarios  (vitaminas, oligoglementos y sales, etc). Se
describen ejemplos de medios de fermentacion adecuados para su uso con
Fizhia en las patentes estadounidenses n.”* 5.324.639 y 5.231.178, que s2

incorporan como referencia al presents documento.

Células d2 insecto infectadas por baculovirus

La expresidon “huésped de inszcto” o “célula huésped de insecto” se
refiere a un insecto que pusde usarse, o se ha usado, como receptor para
vectores recombinantes u otro ADN de transferencia. La expresién incluyz la
progenie de la célula huésped de insecto original que se ha transfectado. Se

entiende que la progenie de una Gnica célula parental puede no ser
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necesariamente idéntica por completo en morfologia o en ADN genémico o
total complementario al progenitor original, dehido a una mutacion accidental
o deliberada. La progenie de la célula parental que son suficientemente
similares a la célula parental que va a caracterizarse mediante la propiedad
relevante, tal como la presencia de un secuencia de nucleédtidos gues codifica
para un polipéptido bG-CSF, estan incluidos en la progenie pretendida
mediante esta definicion.

La seleccion de células de insecto adecuadas para la expresion de
polipéptidos bG-CSF la conocen los expartos en la téchica. Se describen
bien varias especies de insecto en la técnica y estan disponibles
comercialmentz incluyzsndo Aedes asgypti, Bombys mori,  Drosophila
melanogaster, Spodoptera frugiperda y Trichoplusia ni. Al seleccionar
huéspedes de insecto para la evpresion, los huéspedes adecuados pueden
incluir los que han mostrado que tienen entre otros, buena capacidad de
secrecion, baja actividad proteolitica y robustez global. Los insectos astan
disponibles generalmente a partir de una variedad de fuentes incluyendo,
pero sin limitarse a, el Centro de Reserva Genética de Insectos,
Departamento de Biofisica y Fisica Médica, Universidad de California
(Berkeley, CA), y la Coleccidon Americana de Cultivos Tipo (*ATCC")
(Manassas, VA).

Generalmente, los componentes de un sistema de expresiéon en
insecto infectado por baculovirus incluyen un vector de transferencia,
habitualmente un plasmido bacteriano, que contizne tanto un fragmento del
genoma del baculovirus, como un sitio de restriccién conveniente para la
insercion del gen heterdlogo que va a expresarse; un baculovirus de tipo
natural con secuencias homélogas al fragmento especifico de haculovirus en
el vector de transferencia (esto permit2 la recombinaciéon homéloga del gen
heterdlogo en &l genoma del baculovirus); y células huésped de insecto y
medios de crecimiento apropiados. Los materiales, métodos y técnicas
usados en la construcsion de los vectores, la transfeccion de las celulas, la

recogida de las placas, el crecimiento de células en cultivo, y similares se

12



10

20

[
w

202

conocen en la técnica y estan disponibles manuales que describen estas
técnicas.

Tras insertar &l gen heterélogo en el vector de transferencia, &l vector
y &l genoma viral de tipo natural se transfectan en una célula huéspad de
insecto &n la que se recombinan el vector y @l gznoma viral. Se expresa el
virus recombinante empaquetado y se identifican y purifican las placas
recombinantes. Estan disponibles comercialments materiales y métodos
para sistemas de expresién en baculovirus/célula de insecto en forma de kit
d=, por ejemplo, Invitrogen Corp. (Carlshad, CA), Estas técnicas las conocen
generalmente los =«pertos en la técnica y s= describen en detalle en
SUMMERS AND SMITH, TEXAS AGRICULTURAL EXPERIMENT STATION
BULLETIN NO. 15855 (1987), incorporado al presente documento como
referencia. Véase también, RICHARDSON, 29 METHODS IN MOLECULAR
BIOLOGY: BACULOVIRUS EXPRESSION PROTCCOLS (1995); AUSUBEL
ET AL., CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY 18,9-15,11
(1994); KING AND POSSEE, THE BACULQVIRUS SYSTEM: A
LABORATORY GUIDE (1992); y OREILLY ET AL., BACULOVIRUS
EXPRESSION VECTORS: A LABOQRATORY MANUAL (1992).

De hecho, la produccién de diversas proteinas heterdlogas usando
sistemas de expresion en baculovirus/célula de insecto la conocen los
erpertos habituales en la técnica. Véanse, por ejemplo, las patentes
estadounidenses n.”® B.368.625; 6.342.214;, 3.328.848;, 5.251.805;
6.245528; R.225.060; 6.183.987; 6.168.932; A.125.944, 6.066.304,
6.013.4323; 5.055.303; 5.930.285; £5.891.67A, 5.871.985;, 5.861.279,
5.858.368; 5.843.723; 5.7TAR2.629;, 5.753.220; 5.505.827, 5.583.023;
5.871.709; 5.516.857; 5.200.683; documentos WO 02/06305; WO 01/90390;
WO 01/27301; WO 01/05656; WO 00/55245; WO 00/20032; WO 89/51721;
WO 99/45130; WO 99/31257; WO @9/10515;, WO 958/09193;, WO &7/235332;
WO 96/29400; WO 953/25495; WO 96/05181; WO 95/20672; WO 93/03173;
WO 92/16819; WO 92/62528; W0 ¢2/01801; WO 90/14428; WO 90/10078;
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WO 90/02563; WO 90/021835;, WO 40/01555; WQ §9/01038; WO 89/01037;
WO 88/07082, que se incorporan como referzncia al presente documenta.

Se conocen en la técnica vectores que son dtiles en sistemas de
expresion en haculovirus/célula de insecto e incluyen, por ¢jemplo, vesctores
de transferencia y expresion zn insactos derivados del virus de polihedrosis
nuclear del baculovirus Autographa californica (VPNAG), que es un vector de
expresion viral, independiente, auxiliar. Los vectores de expresion viral
derivados de estz sistema usan normalmente el promotor del gen de
polihedrina viral fuerte para impulsar la expresién de genes heterdlogos.
Véase en general, O'Reily ET AL, BACULOVIRUS EXPRESSION
VECTORS: A LABORATORY MANUAL (1992).

Antes de insertar €l gen fordneo 2n 2l genoma del baculovirus, los
componantes descritos anteriormente, que comprenden un promotor,
secuencia lider (si se desea), secuencia codificante de interés, y secuencia
de terminacidon de la transcripcion, se =nsamblan normalmente en un
constructo de transposicion intermedio (vector de transferencia). Los
constructos de transposicién intermedios se mantisnen a menudo en un
replicon, como un elemento cromosdmico extra (por ejemplo, plasmidos)
que puede proporcionar &l mantenimiznto estable en un huésped, tal como
bacterias. El replicdn tendra un sistema de replicacion, que le permite por
tanto mantenerse en un huésped adecuado para la clonacidn y
amplificacion. Mas espzcificamante, el plasmido puede contensr la sefial de
poliadenilacidn de polihedrina (Miller, ANN. REV. MICROBIOL. (1988)
42:177) y un gen de resistencia a la ampicilina (amp) procariota y un origen
de replicacién para la seleccion y propagacion en E. coli.

Un vector de transférencia usado cominmenta para introducir genes
foraneos en VPNA: es pAc373. Se han disefiado también muchos otros
vectores, conocidos por los expertos en la técnica, incluyendo, por ejemplo,
pPVLA8S5, que altera el coddn de iniciacion de la polihedrina de ATG a ATT, y
que introduce un sitio de clonacion BamHI 22 pares de bases en &l sentido
de 3' respecto a ATT. Véase Luckow y Summers, VIROLOGY 170:31
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(1989). Qtros vectores disponibles comercialmente incluyen, por ejemplo,
PBlueBac4.5/V5-His; pBlueBacHis2; pMelBac; pBlueBac4.5 (Invitrogen
Corp., Carlsbad, CA).

' Tras la insercién del gen heterédlogo, el vector de transferencia y el
genoma de baculovirus d= tipo natural se transfectan conjuntamente en un
huésped de células de insecto. Se conocen en la técnica métodos para
introducir ADN heterélogo en el sitio des=ado en el virus baculovirus. Véase
SUMMERS Y SMITH, TEXAS AGRICULTURAL EXPERIMENT STATION
BULLETIN NO. 1555 (1987); Smith &f al., MOL. CELL. BIOL. (1683) 2:2156;
Luckow y Summers, VIROLOGY (1989) 170:31. Por ejemplo, la insercion
puede ser en un gen tal como el gen de la polihedrina, mediante
recombinacion de sobrecruzamiento doble homdloga; la insercién también
puede sar en un sitio de enzima de restriccion disefiado mediante ingenieria
genética en el gen de baculovirus deseado. Viase Miller af al., BIOESSAYS
(1989) 11(4):91.

La transfeccion puede lograrse mediante electroporacidn. Véase
TROTTER Y WOOD, 39 METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY (1993);
Mann y King, J. GEN. VIROL. (168%9) 70:3501. Alternativamente, pueden
usarse liposomas para transfectar las células de insecto con el vector de
expresion recombinante y &l baculovirus. Véase, por ejemplo, Liehman et al.,
BIOTECHNIQUES (1999'} 23(1):36; Graves &t al., BIOCHEMISTRY (1998)
37:8050; Nomura ef al., J. BIOL. CHEM. (1998) 273(22): 13570; Schmidt &t
al., PROTEIN EXPRESSION AND PURIFICATION (1998) 12:323, Siffert ef
al., NATURE GENETICS (1998) 18:45; TILKINS ET AL., CELL BIOLOGY: A
LABORATORY HANDBOOK 145-154 (1998); Cai et al., PROTEIN
EXPRESSION AND PURIFICATION (1467 10:233; Dolphin &t al., NATURE
GENETICS (1997) 17:491; Kost et al., GENE (1997) 160:139; Jakobsson et
al., J. BIOL. CHEM. (1696) 271:22203; Rowles &t al., J. BIOL. CHEM. (1996)
271(37):22374; Reverey «t al, J. BIOL. CHEM. (1966) 271(39):23607-10;
Stanley =t al., J. BIOL. CHEM. (1995) 270:4121; Sisk &f al., J. VIROL. (1994)
B8(2):756; y Peng =t al., BIOTECHNIQUES (1993) 14(2):274. Los liposomas
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disponiblzs comercialmente incluyen, por gjemplo, Cellfectin® y Lipofectin®
(Invitrogen, Corp., Carlshad, CA). Ademas, puede usarse la transfeccion con
fosfato de calcio. Véase TROTTER Y WOOD, 3% METHODS IN
MOQOLECULAR BIOLOGY (1995); Kitts, NAR (1990) 18(19):5667;, y Mann y
King, J. GEN. VIROL. (1989) 70:3501.

Los vectorss de eé-cpresic’m de baculovirus contiznzn habitualmente un
promotor de baculovirus. Un promotor de baculovirus &s cualquisr secuencia
de ADN que pueds unirse a una ARN polimerasa de baculovirus 2 iniciar la
transcripcion en el sentido de 3' de una secuencia codificante (por ejemplo,
gen estructural) para dar ARNm. Un promotor tendrd una regiéon de
iniciacion de la transcripcién que estd situada habitualmente de manera
proximal al extremo 5' de la secuencia codificante. Esta regién de iniciacion
de la transcripcién incluye normalmentz un sitio de unién a ARN polimerasa
y un sitio de iniciacion de la transcripcién. Un promotor de baculovirus puede
tener también un segundo dominio denominado potenciador que, si esta
present2, es habitualmente distal respecto al gen estructural. Ademas, la
expresion pusde ser o hizn regulada o hien constitutiva.

Los genes estructurales, transcritos de manera abundante en
momentos tardios en el ciclo de infeccidn, proporcionan secuencias
promotoras particularmente Utiles. Los ejemplos incluyen secuencias
derivadas del gen que codifica para la proteina polihedrina viral (FRIESEN
ET AL., The Regulation of Baculovirus Gene Expression en THE
MOLECULAR BIOLOGY OF BACULOVIRUSES (1986); documentos EP 0
127 839 y 0 155 478) y el gen que codifica para la proteina plo (Vlak et al., J.
GEN. VIROL. (1988) 69:7€5).

El vector de exprasiéon de baculovirus recién formado se empaqueta
en un baculovirus recombinants infeccioso y posteriormente pueden
purificarse las placas que crecen mediante técnicas conocidas por los
expertos habituales en la técnica. Véase Miller et al, BIOESSAYS (1989)
11(4):91; SUMMERS Y SMITH, TEXAS AGRICULTURAL EXPERIMENT
STATION BULLETIN NO. 1588 (1987).

,7//
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Se han clesarfollado vectores de  expresidn  de  baculovirus
recombinantes para la infeccién en varias células de insecto. Por ejemplo,
s&¢ han desarrollado baculovirus recombinantes para, entre otros, Aedes
asgypti (n.° de la ATCC CCL-128), Bombhy~ mori (n." de la ATCC CRL-
8910), Drosophila melancogaster (n.® de la ATCC 19A3), Spodoptera
frugiperda y Trichoplusia ni. Véanse Wright, NATURE (19683) 321:718;
Carbonell et al, J. VIROL. (1935) 53:183; Smith «f al., MOL. CELL. BIOL.
(1933) 3:2156. Véase de manera general, Fraser of al,, IN VITRO CELL.
DEV. BIOL. (1989) 25:225. Mas especificaments, las lineas celulares
usadas para sistemas de vector de expresidn de bhaculovirus incluyen
cominmeante, pero no se limitan a, Sf9 {Spadoptara frugiperda) (n.° de la
ATCC CRL-1711), Sf21 {Spadoptera frugiperda) (Invitrogen Corp., n.° de
cat. 11497-013 (Carlsbad, CA)), Tri-388 {Trichopulsia ni) y High-Five™ BTI-
TN-5B1-4 (Trichopulsia ni).

Estan disponibles comercialmente células y medios de cultivo para la
expresion tanto directa como por fusion de polipéptidos heterdlogos en un
baculovirus/expresion, y los expertes habituales =n la técnica conocen
generalmente la tecnologia de cultivo celular.

Los expertos habituales en la técnica conocen E. Coli, especies de
Pseudomonas y otras técnicas de expresion bacteriana en procariotas. Esta
disponible una amplia variedad de vectores para su uso en huéspades
bacterianos. Los vectores pueden ser de una Unica copia o vectores de
muchas o pocas mL’lItiplés copias. Los vectores pueden servir para la
clonacién y/o expresidon. En vista de la amplia bibliografia refersnte a
vectores, 1a disponibilidad comercial de muchos vectores e incluso manuales
que describen vectores y sus mapas de restriccion y caracteristicas, no se
requiere en el presente documento una discusion extensa. Tal como se sabe
bien, los vectores normalmente implican marcadores que permiten la
seleccién, marcadorzs que pueden proporcionar resistencia a agentes
citotoxicos, prototrofia o inmunidad. Frecuentemente, estd presente una

pluralidad de marcadores, que proporcionan diferentes caracteristicas.
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Un promotor bacteriano es cualquier secuencia d= ADN que pueda
unirse a ARN polimerasa bacteriana e iniciar la transcripcién en el sentido de
3’ de una secuencia codificante (por ejemplo, gen estructural) para dar
ARNm. Un promotor tendra una regién de iniciacién de la transcripcion que
estd situada habitualmente de manera proximal al extremo 5 de la
sacuencia codificante. Esta region de iniciacion de la transcripcion incluye
normalmeante un sitio de union a ARN polimerasa y un sitio de iniciacion de
la transcripcion. Un promotor bacteriano también puede tener un segundo
dominio denominado operador, que puede solaparse con un sitio de unién a
ARN polimerasa en el que comienza la sintesis de ARN. El operador permite
una transcripcién regulada negativa (inducible), de modo que una proteina
represora de genes pugde unirse al operador 2 inhibir de ese modo la
transcripcion de un gen especifico. Puede producirse expresion constitutiva
en ausencia de elementos reguladores negativos, tales como el operador.
Ademas, puede lograrse una regulacion positiva mediante una secuencia de
unién a proteinas activadoras de genes que, si esta presente, as
habitualmente proximal (5') respecto a la secuzncia de unidon a ARN
polimerasa. Un ejemplo de una proteina activadora de genes es la proteina
activadora de catabolitos (CAP), que ayuda a iniciar la transcripcién del
operén lac en Escherichia coli (E. coli) [Raibaud &t al., ANNU. REV. GENET.
(1984) 18:173]. Por tanto, la expresion regulada puede ser o bien positiva o
bien negativa, o bien potenciando o bien reduciendo de ese modo la
transcripcion.

Las secuencias que codifican para enzimas d2 rutas metabdlicas
proporcionan secugncias promotoras particularmente Gtiles. Los ejemplos
incluyen secuencias promotoras derivadas de enzimas que metabolizan
azlcares, tales como galactosa, lactosa (lac) [Chang =t al., NATURE (1977)
198:1056), y maltosa. Los ejemplos adicionalzs incluyen secuencias
promotoras derivadas de enzimas biosintéticas tales como triptdéfano (trp)
[Goeddel & al} Nuz. ACIDS RES. (1980) 8:4057; Yelverton et al., NucL.
ACIDS RES. (1681) 9:731; la patente estadounidense n.” 4.738.921, las
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publicaciongs EP n.”* 033 778 y 121 775, que se incorporan como referencia
al presente documento]. El sistema promotor de O-galactosidasa (kla)
[Weissmann (1981) “The cloning of interferon and other mistakes”. En
Interferon 3 (Ed. |. Gresser)], sistemas promotores de bacteriéfago lambda
PL [Shimatake <t al, NATURE (1981) 292: 128] y T§ [patente
estadounidense n.® 4.689.408, que se incorporan como referencia al
presente documento] tamhién proporcionan secuencias promotoras utiles.
Los métodos preferidos de la presente invencion utilizan promotores fuertes,
tales como el promotor de T7 para inducir polipéptidos bG-CSF a altos
niveles. Los expertos habitualss en la técnica conocen sjzmplos de tales
vectores & incluyen la serie pET29 de Novagen, y los vectores pPQP
descritos &n el documento WOQQ9/05297, que se incorpora como referencia
al presente documento. Tales sistemas dz expresion pueden producir aitos
niveles de polipéptidos bG-CSF en &l huésped sin comprometer la viabilidad
de la célula huésped ni los parametros de crecimiento. pET19 (Novagen) es
otro vector conocido &n la técnica.

Ademas, promotores sintéticos que no se producan en la naturaleza
también funcionan como promotores bacterianos. Por gjemplo, pueden
unirse secuencias de activacion de la transcripcién de un promotor
bacteriano o de bacteriéfago con las secuencias de operdn de otro promotor
bacteriano o de bacteriéfago, creando un promotar hibrido sintético [patente
estadounidense n.” 4.551.433, que se incorpora como raferencia al presente
documento]. Por ejemplo, ¢l promotor tac es un promotor trp-lac hibrido
compusesto tanto por el promotor trp como por sesu&ncias de operén lac que
estd regulado por el represor lac [Amann ef al, GENE (1983) 25:167,; de
Boer ef al., PROC. NATL. ACAD. SCI. (1983) £0:21]. Ademas, un promotor
bacteriano puede incluir promotores que se producen de manera natural de
origen no bacteriano que tienen la capacidad de unirse a ARN polimerasa
bacteriana e iniciar la transcripcion. También puede acoplarse un promotor
que se produce de manera natural de origen no bacteriano con una ARN

polimerasa compatible para producir altos niveles de expresién de algunos
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genes en procariotas. El sistema de promotor/ARN polimerasa de
bacteriofago T7 es un ejemplo de un sistema promotor acoplado [Studier &t
al., J. MOL. BIOL. (1983) 18%: 113; Tahor &f al., Proc Natl. Acad. Sci. (1985)
82:1074). Ademas, un promotor hibrido también puede estar compuesto por
un promotor de bacteriéfago y una regién de operador de E. coli (puhlicacion
EP n.° 267 851).

Ademas de una secuencia promotora que funciona, un sitio de union
a rihosomas eficaz es también Gtil para la expresidn d= genes forancos en
procariotas. En E. oli, el sitio de unidn a ribosomas se denomina secusncia
Shing-Dalgarne (SD) e incluye un coddn de iniciacién (ATG) y una
secuencia de 3-9 nucledtidos de longitud ubicada 3-11 nucleétidos en el
sentido de &' del coddn de iniciacian [Shine af al,, NATURE (1975) 254.34].
Se cree que la secuencia SD estimula la unién de ARNm al ribosoma
mediante el apareamiento de bases entre la secuencia SD y el extremo ¥
del ARNr 168S de E. ooli [Steitz et al. “Genatic signals and nucleotide
sequences in messenger RNA”, en Biological Regulation and Development:
Gene Expression (Ed. R. F. Goldberger, 1979)]. Para eapresar genss
eucariotas y genes procariotas con un sitio de uniéon a ribosomas débil
[Sambrook et al. “Expression of cloned genes in Escherichia coli”, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 1989].

La expresion “huzsped bacteriano” o “célula huésped bacteriana” se
refiere a una bacteria que puade usarse, o s& ha usado, como receptor para
vectores recombinantzs u otro ADN de transferencia. La expresion incluye la
progenie de la célula huésped bacteriana original que sz ha transfectado. Se
entiendz que la progenie de una uUnica célula parental puede no ser
necesariamente idéntica por completo en morfologia o en ADN total o
gendmico complementario al del progenitor original, debido a una mutacion
accidental o deliberada. La progenie de la célula parental que es
suficientemente similar al progenitor que va a caracterizarse mediante |a

propiedad relevante, tal como la presencia de una secuencia de nucledtidos
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que codifica para un polipéptido bG-CSF, se incluye en la progenie
pretendida mediante esta definician.

Los expertos habituales en la técnica conocen la seleccién de
bacterias huésped adecuadas para la evprasion de polipéptidos bG-CSF. En
la seleccion de huéspedes bacterianos para la =<presidn, los huéspedes
adecuados pueden incluir los que han mostrado que tienen, entre otros,
buena capacidad de formacion de cuerpos de inclusidén, baja actividad
proteolitica y robustez global. Generalmente, estan disponibles huéspades
bacterianos de una variedad de fuentes incluyendo, pero sin limitarse a, el
Centro de Reserva Genética Bacteriana, Departamento de Biofisica y Fisica
Médica, Universidad de California (Berkzley, CA); y la Coleccion Americana
de Cultivos Tipo (“ATCC") (Manassas, VA). La fermentacion
industrial/farmacéutica usa generalmante bacterias derivadas de cepas K
(por ejemplo W3110) o de bactzrias derivadas de cepas B (por gjemplo
BL21). Estas cepas son particularmente Utiles porque sus parametros de
crecimiento son extremadamente bien conocidos y robustos. Ademas, estas
cepas No son patégenas, lo que es comercialmente importante por motivos
de seguridad y medioambientales. Otros ejemplos de huéspedes de E. oli
adecuados incluyen, pero no se limitan a, cepas de BL21, DHIOB o
derivados en las mismas. En otra realizacion de los métodos de la presente
invencion, el huésped de E. coli &s una cepa deficiente en proteasas
incluyendo, pero sin limitarse a, OMP- y LON-. La cepa de célula huésped
puede ser una especie de Pssudomonas, incluyendo pero sin limitarse a,
Pseudomanas  flucrescsns, Pseudomonas  aeruginosa y  Pseudomonas
putida. Se sabe que Pseudomonas fluorescens biovar 1, designada como
cepa MBIOI, es Uil para la produccion recombinante y esta disponible para
procesos de produccién de proteinas terapéuticas. Los ejemplos de un
sistema de expresién de Pssucdomonas incluyen los sistemas disponibles de
The Dow Chemical Company como cepa huésped (Midland, Ml disponible
en la World Wide Web &n dow.com).
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Una vez que se ha establecido una cepa de célula huésped
recomhinante (es decir, &l constructo de expresidén se ha introducido en la
célula huésped y se aislan células huésped con el constructo de expresion
apropiado), se cultiva la cepa de célula huésped recombinante en
condiciones apropiadas para la produccion de polipéptidos bG-CSF. Tal
como resultara evidente para un exparto en la técnica, &l método de cultivo
de la cepa de célula huésped recomhinante dependsra de la naturaleza del
constructo de expresion utilizado y la identidad de la célula huésped.
Normalmente, se cultivan cepas huésped recombinantes usando métodos
que conocen los expertos habituales en la técnica. Normalmante, se cultivan
células huésped recombinantes en medio liquido que contiene fuentes
asimilablzs de carbono, nitrégeno y sales inorganicas, y, opsionalmenta, que
contiene vitaminas, aminoacidos, factores de crecimiento y otros
complementos de cultivo proteicos conocidos por los expertos habituales en
la técnica. Los medios liquidos para el cultivo de células huésped pueden
contzner opcionalmente antibiéticos o antifingicos para impedir el
crecimiento de microorganismos no deseados y/o compuestos que incluyen,
pero no se limitan a, antibidticos para seleccionar células huésped que
contienen el vector de exprasion.

Pueden cultivarse células huésped recombinantes en formatos
continuos o discontinuos, con o bien recogida de células (en €l caso en el
que el polipéptido bG-CSF se acumula intracelularmente) o bien recogida
del sobrenadante de cultivo en formatos o bien continuos o bien
discontinuos. Para la produccion en células huésped procariotas, se
prefieren 2l cultivo discontinuo y la recogida de células.

Los polipéptidos hG-CSF de la presente invencsidn se purifican
normalmente tras su expresion en sistemas recombinantes. El polip&ptido
bG-CSF puede purifi«:arsé a partir de células huésped o medio de cultivo
mediante una variedad de métodos conocidos en la técnica. La patente
estadounidense n.* 5.849.882 y = documento WO 89/10932, que s2

incorporan como referencia al presente documento en su totalidad,
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describzn la slonacién de b-GCSF y analogos del mismo en células huésped
y métodos de aislamiento y purificacién. Los polipéptidos bG-CSF
producidos en células huisped bacterianas pueden ser escasamente
solubles ¢ insolubles (en forma de cuerpos de inclusién). En una realizacion
de la presentz invencién, pueden hacerse faciimente sustituciones de
aminoacidos en el polibéptido bhG-CSF que se seleccionan con el fin de
aumentar la solubilidad de la protzina producida de manera recombinante
utilizando los métodos dados a conocer &n el presente documento asi como
los conocidos en la técnica. En el caso de una proteina insoluble, la proteina
puede recogerse de lisados de células huésped mediante centrifugacién y a
esto le puede seguir ademas la homogeneizacion de las células. En el caso
de una proteina escasamentz soluble, pueden afadirse compuestos que
incluyen, pero no se limitan a, polietilenimina (PEI) para inducir la
precipitacion de la proteina parcialmente soluble. La proteina praecipitada
puede recogerse entonces de manera convenients mediante centrifugacion.
Pueden romperse u homogeneizarse las células huésped recombinantes
para liberar los cuerpos de inclusion del interior de las células usando una
variedad de métodos conocidos por los expertos habituales en la técnica. La
ruptura u homogeneizacién de las células huésped puede realizarse usando
técnicas bien conocidas incluyendo, pero sin limitarse a, ruptura enzimatica
de células, sonicacién, homogeneizasién Dounce o ruptura con liberacion a
alta presién. En una realizacion del método dz la presente invencion, s2 usa
la técnica de liberacidn a alta presion para rompar las células huésped de E.
coli para liberar los cuerpos de inclusidn de los polipéptidos bG-CSF.
Cuando se manipulan cuerpos de inclusidon de polipéptide bG-CSF, puede
ser ventajoso minimizar el tiempo de homogeneizacion &n repeticiones con
el fin de maximizar &l rendimiento d= cuerpos de inclusidn sin pérdida debida
a factores tales como solukilizacion, cizallamiento mecanico o protedlisis.
Entonces, el polipéptido hG-CSF insoluble o precipitado puede
solubilizarse usando cualquicra d= varios agentszs de solubilizacion

adecuados conocidos e&n la técnica. El polipéptido bG-CSF  puede
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solubilizarse con urea o clorhidrato de guanidina. El volumen del palipéptida
hG-CSF solubilizado débe. minimizarse de modo que puedan producirse
lotes grandeas usando tamarfios de lote convenientemente mangjables. Este
factor puede ser significativo en un entomo comercial a gran escala en el
que el huésped recombinants pueds hacerse crecer en lotes que tienen un
volumen de miles de litros. Ademas, cuando se fabrica el polipéptido hG-
CSF en un entorno comercial a gran escala, en particular para usos
farmacéuticos en seres humanu:ns, debe =vitarse, si 2s posible, la evitacidn
de compuestos quimicos agresivos ques puadan dafar la maquinaria y el
recipiente, o el propio producto proteico. Se ha mostrado =n el método de la
presente invencidon que puede usarse un agente desnaturalizante mas
suave, urea, para solukilizar los cuerpos de inclusion de polipéptido hG-CSF
en lugar del agente desnaturalizante mas agresivo clorhidrato de guanidina.
El uso de urea reduce significativaments el riesgo de dafio al equipo de
acero inoxidable utilizado en el proceso de fabricacion y purificacion del
polipéptido hG-CSF mientras que solubiliza eficazmente los cuerpos de
inclusidn del polipéptide hG-CSF.

En & caso de una proteina hG-CSF soluble, puede secretarse bG-
CSF en ¢l espacio periplasmico o en &l medio de cultivo. Ademas, puede
estar presente bG-CSF éolutde en el citoplasma de las células huésped.
Puede desearse concentrar bG-CSF soluble antzs de llevar a caho las
etapas de purificaciéon. Pueden usarse técnicas convencionales conocidas
por los expertos habituales en la técnica para concentrar bG-CSF soluble a
partir de, por gjemplo, medio de cultivo o lisados celulares. Ademas, pueden
usarse técnicas convencionales conocidas por los expertos habituales en la
técnica para romper las células huésped y libsrar bG-CSF soluble del
citoplasma o espacio periplasmico de las células huéspead.

Cuando se& produce el polipéptido bG-CSF como una proteina de
fusion, puede eliminarse la secuencia de fusién. La eliminaciéon de una
secuencia de fusion puade lograrse mediante escision enzimatica o quimica.

La eliminacién enzimatica de secuencias de fusién puede lograrse usando
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métodos conocidos por los expertos habituales en la técnica. La eleccion de
la enzima para la eliminacién de la secuencia de fusidn estara detarminada
por la identidad de la fusién, y las condicionzs de reaccién estaran
especificadas por la eleccion de la enzima tal como resultara evidente para
un evperto habitual en la técnica. La escision quimica puede lograrse
usando reactivos conocidos por los expertos hahituales en la técnica,
incluyendo pero sin limitarse a, bromuro de cianégeno, proteasa TEV y otros
reactivos. El polipéptido hG-CSF escindido puade purificarse de la
secuencia de fusién escindida mediante métodos conocidos par los expertos
habituales en la técnica. Tales métodos se determinardn mediante la
identidad y las propizdades de la secuencia de fusién y el polipéptido bG-
CSF, tal como resultara evidentz para un experto habitual n la técnica. Los
métodos para la purificacion pueden incluir, pero no se limitan a,
cromatografia de evclusién molecular, cromatografia de interaccion
hidréfoba, cromatografia de intercambio iénico o didlisis o cualquier
combinacién de las mismas.

El polipéptido bG-CSF también puede purificarse para eliminar ADN
de la disolucion de protezina. EI ADN pusde =liminarse mediante cualquier
método adecuado conocido &n la técnica, tal como precipitacion o
cromatografia de intercambio idnico, aunque puede eliminarse mediante
precipitacidén con un agente de precipitacion de acido nucleico tal como, pero
sin limitarse a, sulfato de protamina. El polipéptido bG-CSF puede separarse
del ADN precipitado usando métodos hizn conocidos convencionales
incluyendo, pero sin limitarse a, centrifugacion o filtracién. La eliminacion de
las moléculas de acido nucleico del huésped es un factor importante en un
entorno n el que el polipéptido bG-CSF va a usarse para tratar animales o
seres humanos y los métados de la presente invencidn reducen el ADN de
la célula huésped hasta niveles farmacéuticamente aceptables.

Pueden usarse tanﬁbién métodos para la fermentacion a pequena
escala 0 a gran escala n la espresion de proteinas, incluyendo pero sin

limitarse a, fermentadores, matraces oscilantzs, biorreactores de lecho
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fluidizado, biorreactores de fitra hueca, sistemas de cultive de frascos
rotativos y sistemas de biorreactor de tanque agitado. Cada uno de estos
métodns puede realizarse en un proceso &n modo discontinuo, semicontinuo
o continuo.

Los polipéptidos bG-CSF de la invencion pueden recuperarse
generalmente usando métodos convencionalzs en la técnica. Por gjemplo, el
medio de cultivo o lisado celular pueds centrifugarse o filtrarse para eliminar
desechos celulares. El sobrenadante puede concentrarse o diluirse hasta un
volumen deseado o someterse a diafiltracidon en un tampdn adecuado para
acondicionar la preparaciéon para la purificacidon adicional. La purificacidn
adicional del polipéptide bG-CSF d= la prasente invencién incluys separar
formas desamidadas y cortadas de la variante de polipéptido bG-CSF de la
forma intacta.

Puede emplearse bualquiera de los siguientes procedimientos a modo
de ejemplo para la purificacion de polipéptidos bG-CSF de la invencién:
cromatografia de afinidad; cromatografia de intercambio aniénico o catidnico
(usando, incluyendo bero sin limitarsz a, DEAE SEPHAROSE);
cromatografia sobrz silice; cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC); HPLC de fase inyersa; filtracion en gel (usando, incluyendo pero sin
limitarse a, SEPHADEX G-75), cromatografia de interaccion hidréfoba;
cromatografia de exclusion molecular; sromatografia de quelatos metalicos;
ultrafiltracién/diafiltracion; precipitacidan con =tanol; precipitacion con sulfato
de amonio; cromatoenfoque; cromatografia de  desplazamiento;
procedimientos  electroforéticos  (incluyende pero  sin  limitarse a
isoelectroenfoque preparativo), solubilidad diferencial (incluyendo paro sin
limitarse a precipitacidon con sulfato de amonio), SDS-PAGE o extraccion.

Las proteinas de la presante invencién, incluyendo pero sin limitarse
a, proteinas que comprenden aminoacidos no naturales, péptidos que
comprenden aminoacidos no naturales, anticuerpos frente a proteinas que
comprenden aminoacidos no naturales, parsjas de unidn para proteinas que

comprenden aminoacidos no naturales, etc., pueden purificarse, o bien
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parcial o bien sustancialmente hasta homogensidad, segun procedimientos
convencionales conocidos y usados por los expertos habituales en la
técnica. Por consiguiente, pueden recuperarse y purificarse polipéptidos de
la invencién mediante cualquiera de= varios métodos conocidos por los
expertos hahitualzs en la técnica, incluyendo pero sin limitarse a,
precipitacién con sulfato de amonio o etanol, extraccidn con acidos o bases,
cromatografia en columna, cromatografia en columna de afinidad,
cromatografia de intercambio aniénico o catiénico, cromatografia en
fosfocelulosa, cromatografia de interaccion hidréfoba, cromatografia en
hidroxilapatita, cromatografia con lectinas, electroforesis en gel y similares.
Pueden usarse etapas de replegamiento de proteinas, seglin se desee, én
la preparacidn de proteinas maduras correctamente plegadas. Puede
emplearse cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC),
cromatografia de afinidad u otros métodos adecuados en etapas de
purificacién finales en las que se desea alta pureza. En una realizacion, se
usan anticuerpos preparados contra aminoacidos no naturales (o proteinas o
péptidos que comprenden aminoacidos no naturales) comeo reactivos de
purificacidn, incluyendo pero sin limitarse a, para la purificacién basada en
afinidad de proteinas o péptidos que comprenden uno 0 mas aminoacido(s)
no natural(es). Una vez purificados, parcialmente o hasta homogeneidad,
segun se desee, los polipéptidos se usan opcicnalmente para una amplia
variedad de utilidades, incluyendo pero sin limitarse a, como componentes
de ensayos, reactivos de investigacién, diagnoéstico, profilaxis, terapéuticos
y/lo como inmundgenos: para la produccidn de anticuzsrpos. Pueden
obtenerse anticuerpos generados contra polipéptidos de la presente
invencion administrando los polipéptidos o fragmentos que llevan epitopos, o
células a un animal, preferiblemente un animal no humano, usando
protocolos de rutina. Un experto habitual en la técnica podria generar
anticuerpos usando una variedad de técnicas conocidas. Ademas, puaden
usarse ratones transgénicos, u otros organismos, incluygndo otros

mamiferos, para expresar anticusrpos humanizados. Los anticuerpos
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descritos anteriormente pueden emplearse para aislar o para identificar
clones que expresan el polipéptido o para purificar los polipéptidos. También
pueden emplearse anticuerpos contra polipéptidos de la present= invencién
para tratar enfermedades.

Pueden usarse tambign polip2ptidos y polinucleétidos de la presents
invencién como vacunas. Por consiguiente, en un aspecto adicional, la
presente invencidn se refiere a un método para inducir una respuesta
inmunolégica en un mamifero que comprende inocular al mamifero un
polipéptido de la presente invencion, adecuado para producir una respuesta
inmunitaria de anticuerpos y/o células T, incluyendo, por gjemplo, células T
citotoxicas o células T productoras de citocinas, para proteger a dicho
animal frente a la enfermedad, ast? ya estahlecida esa enfermedad en el
individuo o no. También puede inducirse una respuesta inmunolégica en un
mamifero mediante un mé&todo que comprends administrar un polipéptido de
la presente invencién por medio de un vector que dirige la expresion del
polinucledtide y que codifica para el polipéptido in vivir con &l fin de inducir
una respuasta inmunoldgica de este tipo para producir anticuerpos para
proteger a dicho animal frente a enfermedades de la invencién. Un modo de
administrar el vector es acelzrandolo al interior de las células deseadas
como recubrimiento sobre particulas o de otra forma. Un vector de acido
nucleico de este tipo puede comprender ADN, ARN, un &cido nucleico
modificado, o un hibrido de ADN/ARN. Para su uso como vacuna, se
proporcionara normalmente un polipéptido o un vector de acido nucleico
como formulacion de vacuna (composicion). La formulacion puede
comprender ademas un vehiculo adecuado. Puesto que un polipéptido
puede descomponerse en el estdmago, puede administrarse por via
parenteral (por ejemplo, inyeccidn subcutanea, intramuscular, intravenosa o
intradérmica). Las formulacionss adecuadas para la administracion
parentzral incluyen disoluciones para iny&ccion esteriles acuosas y no
acuosas que puedsn contzner antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y

solutos que hacen que la formulacion sea isoténica con la sangre del
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receptor; y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pusden incluir
agentes de suspension o agentes espesantes. La formulacién de vacuna

puede incluir también sistamas adyuvantes para potenciar la

inmunogenicidad de la formulacidn que conocen Ios expertos habituales en

la técnica. La dosificacion dependera de la actividad especifica de la vacuna
y puede determinarse facilmente mediante experimentacion de rutina.

Ademas de otras raferencias indicadas en el presente documento, los
expertos &n la técnica conocen una variedad de métodos de plegamiento de
proteinas/purificasion, incluyendo, pero sin limitarse a, los expuestos en R.
Scopes, Protzin Purification, Springer-Verlag, N. Y. (1982); Deutscher,
Mathods in Enzymology vol. 182: Guide to Protein Purification, Academic
Press, Inc. N. Y. (1890); Sandana, (1997) Bioseparation of Proteins.
Academic Press, Inc.; Bollag «f al. (1998) Protein Methods, 22 Edicion Wiley-
Liss, NY; Walker, (19968) The Protein Protocols Handbook Humana Press,
NJ, Harris y Angal, (1990) Protein Purification Applications: A Practical
Approach IRL Press at Oxford, Oxford, Inglaterra; Harris y Angal, Protein
Purification Methods: A Practical Appreoach IRL Press at Oxford, Oxford,
Inglaterra; Scopes, (1993) Protein Purification: Principles and Practice 32
Edicién Springer Verlag, NY; Jansen y Ryden, (1998) Protzin Purification:
Principles, High Resolution Methods and Applications, Segunda Edicién
Wiley-VCH, NY; y Walker (1998), Protein Protocols on CD-ROM Humana
Press, NJ; y las referencias citadas =n los mismos.

Una ventaja de la produccién de una proteina o un polipéptido de
interés con un aminoacido no natural en una célula huésped eucariota o
ceélula huésped no eucariota es que ncrmalmente las proteinas o los
polipéptidos se plegarén‘ en sus conformaciones nativas. Sin embargo, en
ciertas realizacionas de la invencidn, los expertos &n la técnica reconoceran
que, tras la sintesis, expresién y/o purificacién, las proteinas o los péptidos
puaden tenar una conformacién diferente de las conformaciones deseadas
de los polipéptidos relevantss. En un aspecto de la invencién, la proteina o

€l polipéptido expresado se desnaturaliza opcionalmente y luego se
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renaturaliza. Esto se logra utilizando métodos conocidos en la técnica,
incluyendo pero sin limitarse a, madiante la adicion de una chaperonina a la
proteina o el polipéptido de interds, mediante la solubilizacién de las
proteinas en un agente caotropico tal como guanidina HCI, la utilizacién de
proteina disulfuro isomerasa, ete.

En general, en ocasiones es deseable desnaturalizar y reducir los
polipéptidos expresados y entonces provocar que los polipéptidos vuelvan a
plegarse en la conformacion preferida. Por ejemplo, puede afadirse
guanidina, urea, DTT, DTE y/o una chaperonina a un producto de traduccién
de interés. Los expertos en la técnica conocen métodos de reduccion,
desnaturalizacién y renéturalizacién de proteinas (véanse las referencias
anteriores y Dehinski, et al. (1993) J. Biol. Chem., 268: 14085-14070;
Kreitman y Pastan (1993) Biosonjug. Chem.. 4. §81-585; y Buchner, &t al,
(1992, Anal. Biochem., 205: 282-270). Dehinski, et al, por ejemplo,
describen la desnaturalizacién y reducciéon de proteinas de cuerpos de
inclusion en guanidina-DTE. Las proteinas pueden volverse a plegar en un
tampén redoy que contiene, incluyendo pero sin limitarsz a, glutation
oxidado y L-arginina. Los reactivos de replegamiento pueden hacerse fluir o
moverse de otra forma para ponerlos en contacto con uno o0 mas
polipéptidos u otro producto de expresion, o viceversa.

En &l caso de la produccién procariota de polipéptido bG-CSF, el
polipéptido bG-CSF asi producido puede estar plegado de manera erronea y
por tanto carece de o tiene una actividad biclégica reducida. La bioactividad
de la proteina puede restaurarse mediante “replegamiento’. En general, el
polipéptido bG-CSF plegado de manera errénea vuelve a plegarse mediante
solubilizacion (cuando el polipéptido bG-CSF es también insoluble),
despliegue y reduccion de la cadena de polipéptido usando, por gjemplo,
uno o mas agentes caotrépicos (por gjemplo urea y/o guanidina) y un agente
reductor que puede reducir enlaces disulfuro (por ejemplo ditiotreitol, DTT o
2-marcaptoetanol, 2-ME). A una concentracidon modezrada de agente

caotropico, se afiade entonces un agente oxidants (por ejemplo, oxigeno,
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cistina o cistamina), que permite que vuelvan a formarse los enlaces
disulfuro. El polipéptido‘bG-CSF puede volverse a plegar usando métodos
convencionales conocidos en la técnica, tales como los descritos en las
patentes estadounidenses n.”* 4.511.502, 4.511.503 y 4.512.922, que se
incorporan como referencia al presente documento. El polipéptido bG-CSF
también puede plegarsg: conjuntamente con otras proteinas para formar
heterodimeros o heteromultimeros.

Tras el replegamiento, el bG-CSF puede purificarse adicionalmente.
La purificacién de bG-CSF puede lograrse usando una variedad de técnicas
conocidas  por los experios habituales en la técnica, incluyendo
cromatografia de inte‘raccién hidréfoba, cromatografia de exclusion
molecular, cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de liquidos de
alta resolucién de fase inversa, cromatografia de afinidad, y similares o
cualquier combinacién de los mismos. La purificacion adicional tambien
puede incluir una ctapa de secado o precipitacidon de 1a protzina purificada.

Tras la purificacion, bG-CSF puede intercambiarse en diferentas
tampones y/o concentrarse meadiante cualquiera de una variedad de
métodos conocidos en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a,
diafiltracion y dialisis. bG-CSF que sé proporciona como una Gnica proteina
purificada puede verse sometido a agregacion y precipitacion.

El bG-CSF purificado puede ser puro =n al menos =l 90% (tal como
se mide mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién de fase
inversa, RP-HPLC, o électroforesis en gel de dodecilsulfato de sodio-
poliacrilamida, SDS-PAGE) o puro en al menos el 95%, o puro en al menos
el 68%, o puro en al menos el 99%: o mas. Independientements del valor
numérico exacto de la pureza d=l bG-CSF, &l bG-CSF es suficientemente
puro para su uso coma producto farmacéutico o para procesamiento
adicional, tal comn conjugacién con un polimero soluble &n agua tal como
PEG.

Puedzn usarse ciertas moléculas de bG-CSF como agentes

terapéuticos =n ausencia de otros principios activos o proteinas (distintos de
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excipientas, vehiculos 'y estabilizantes, albumina sérica y similares), o

pueden complejarse con otra proteina o un polimero.

Métodos de purificacion generales
Puede realizarse una cualjuiera de una variedad de etapas de

aislamiento én el lisado celular, extracto, medio de cultivo, cuerpos de

inclusién, =spacio peripldsmico de las células husspad, citoplasma de las
c&lulas huésped, u otro material, que comprende polipéptido bG-CSF o &n
cualquier mezcla de polipéptido bG-CSF que resulte de cualquier etapa de
aislamiento incluyendo, pero sin limitars2 a, cromatografia de afinidad,
cromatografia de intercambio iénico, cromatografia de interaccion hidréfoba,
cromatografia de filtracidn =n gel, cromatografia de liquidos de alta
resolucién (*HPLC"), HPLC de fase inversa (“RP-HPLC), adsorcidén 2n lecho
gxpandido, o cualquier combinacion y/o repeticion de las mismas y en
cualquier orden apropiado.

El equipo y otros materiales necesarios usados en la realizaciéon de
las técnicas descritas, en el present2 documznto estan disponibles
comercialmente., Estan disponibles bombas, colectores de fracciones,
monitores, registradores y sistemas completos de, por ejemplo, Applied
Biosystems (Foster City, CA), Bio-Rad Laboratories, Inc. (Hercules, CA) y
Amersham Biosciences, Inc. (Piscataway, NJ). También estan disponibles
de tales compafias materiales cromatograficos incluyendo, pero sin limitarse
a, materialzs de matriz de intercambio, medios y tampones.

La equilibracién, y otras etapas &n los procesns de cromatografia n
columna descritos en el presente documanto tales como lavado y elucién,
puedan lograrse mas rapidamente usando equipo especializado tal como
una bomba. Las bomhas disponibles comerciaimente incluyen, pero no se
limitan a, la bombha HILO AD® P-50, la bomba peristaltica P-l, la bomba P-
901 y la bomba P-903 (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ).

Los ejemplos d= colectores de fraccionzs incluyen el colector de
fracciones RediFrac, los colectores de fracciones FRAC-100 y FRAC-200 y
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el colector de fracciones SUPERFRAC® (Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ). También estan disponibles mezcladoras para formar
gradientes de concentracion lineales y de pH. Las mazcladoras disponibles
comerciales incluyen la mezcladora Gradient GM-l y mezcladoras In-Line
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ).

E! proceso cromatografico puede monitorizarse usando cualquier
monitor disponible comercialments. Tales monitores pueden usarsé para
reunir informacion como UV, pH y conductividad. Los sjemplos de
detectores incluyen el monitor UV-I, UVICORD® S I, el monitor UV-M I, el
monitor UV-900, el mc»nftor UPC-&00, el monitor pH/C-900 y el monitor de
conductividad (Amershém Biosciences, Piscataway, NJ). De hecho, estan
disponibles comerciaimente sistemas completos incluyendo los diversos
sistemas AKTA® de Amersham Biosciences (Piscataway, NJ).

En una realizacién de la presente invencién, por e&jemplo, el
polipéptido bG-CSF puede reducirse y desnaturalizarse desnaturalizando en
primer lugar el polipéptido bG-CSF purificado resultante en urea, seguido
por dilucién con tampoén TRIS que contiene un agente reductor (tal como
DTT) a un pH adecuado. En otra realizacion, el polipéptido bG-CSF se
desnaturaliza en urea en un intervalo de concentracion de entre
aprovimadamente 2 M y aproximadamente 9 M, seguido por dilucidon zon
tampén TRIS a un pH en el intervalo de aproximadamente 5,0 a
aproximadameantz 8,0. La mezcla de replegamiento de esta realizacion
puede incubarse entonces. En una realizacion, la mezcla de replegamiento
se incuba a temperatura ambiente durant: de cuatro a veinticuatro horas. La
mezcla de polipéptido bG-CSF reducido y desnaturalizado pusde entonces
aislarse o purificarse adicionalmente.

Tal como se establece en el presénte documento, ¢! pH de_ la primera
mezcla de polipaptido hG-CSF puede ajustarse antes de realizar cualquier
etapa de aislamiento posterior. Ademas, la primera mezcla de polipéptido
bG-CSF o cualquier mezcla posterior del mismo pusde concentrarse usando

técnicas conocidas en la técnica. Ademas, el tampén de elucion que
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comprende la primera mezcla de polipéptido bG-CSF o cualquier mezcla
posterior del mismo puede intercambiarse por un tampén adecuado para la
siguiente etapa de aislamiento usando técnicas conocidas por los expertos
habituales en la técnica.

Cromatografia de intercambio i6nico

En una realizacién, y como etapa adicional, opcional, puede
realizarse una cromatografia de intercambio iénico en la primera mezcla de
polipéptido bG-CSF.‘ Véase en  general ION EXCHANGE
CHROMATOGRAPHY: PRINCIPLES AND METHODS (n.? de cat. 18-1114-
21, Amersham Biosciences (Piscataway, NJ)). Las columnas dg intercambio
idnico disponibles comerciaimente incluysn las columnas HITRAP®,
HIPREP® y HILOAD® (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). Tales
columnas utilizan intercambiadores anidnicos fuertes tales como Q
SEPHAROSE® Fast Flow, Q SEPHAROSE® High Performance y Q
SEPHAROSE® XL, intercambiadores cationicos fuertes talss como SP
SEPHAROSE® High Performance, SP SEPHAROSE® Fast Flow y SP
SEPHAROSE® XL; intercambiadores aniénicos débiles tales como DEAE
SEPHAROSE® Fast Flow; e intercambiadores catiénicos débilzs tales como
CM SEPHAROSE® Fast Flow (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). La
cromatografia en columna de intercambio aniénico o catidnico pusde
realizarse con el polipéptido bG-CSF en cualquier fase del proceso de
purificacion para aislar polipéptido bG-CSF sustancialmente purificado. La
etapa de cromatografia ds intercambio cationico puede realizarse usando
cualquier matriz de intercambio catidnico adecuada. Las matrices de
intercambio catiénico Gtiles incluyzn, pero no s& limitan a, materialzs de
matriz de intercambio catibnica fibrosos, porosos, no [Orosos,
microganulares, en perlas o reticulados. Tales materiales de matriz de
intercambio catidnico incluyen, pero no se limitan a, celulosa, agarosa,
dextrano, poliacrilato, polivinilo, poliestireno, silice, poliéter o materiales

compuestos de cualquiera de los anteriores.
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La matriz de intercambio catiénico puede ser cualquier intercambiador
catidnico adecuado incluyendo intercambiadores catiénicos fuertes vy
déhiles. Los intercambiadores catidnicos fuertes pueden permanecer
ionizados a lo largo de un amplio intervalo de pH y, por tanto, pueden ser
capaces de unirse a bG-CSF a lo largo de un amplio intervalo de pH. Sin
embargo, los intercambiadores catidnicos débiles pueden perder la
ionizacion como una funcidn del pH. Por ejemplo, un intercambiador
catiénico débil puede perder la carga cuando el pH disminuye por dabajo de
aproximadamente pH 4 o pH 5. Los intercambiadores catidnicos fuertes
adecuados incluyen, pero no se limitan a, grupos funcionales cargados tales
como sulfopropilo (SP), metilsulfonato (S) o sulfoetilo (SE). La matriz de
intercambio catidnico puede ser un intercambiador catidnico fuerte, que tiene
preferiblemente un intervalo de pH de unidn a bG-CSF de aproximadamente
2,5 a aproximadamente 6,0. Alternativamente, el intercamhiador catiénico
fuerte puede tener un intervalo de pH de unién a bG-CSF de
aproximadamente pH ‘2,5 a aproximadamente pH 5,5. La matriz de
intercambin catidnico puede ser un intercambiador catiénico fuerte que tiene
un pH de unidn a bG-CSF de aproximadamente 3,0. Alternativamente, la
matriz de intercambio catiénico pusde ser un intaercambiador catiénico fuzrte,
que tiene preferiblemente un intervale de pH de unién a bG-CSF de
aproximadamente /8,0 a aproximadamente 8,0. La matriz de intercambio
catidnico puede ser un intercambiador catidnico fuerte que tiene
preferiblemente un intzrvalo de pH de unién a bG-CSF de aproximadamente
8,0 a aproximadamente 12,5. Alternativamente, el intercambiador catiénico
fuerte puede tener un intervalo de pH de uniébn a bG-CSF de
aproximadamente pH 8,0 a aproximadamente pH 12,0.

Antes de cargar el bG-CSF, la matriz de intarcambio catiénico puade
equilibrarse, por gjemplo, usando varios volumenes de columna de un acido
dénbil, diluido, por ejemplo, cuatro volimenas de columna de acido acético 20
mM, pH 3. Tras la equi‘libracién, puzde anadirse el hG-CSF y la columna

puede lavarse de una a varias veces, antes de la elucion de hG-CSF
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sustanciaimente purificado, usando tamki&n una disolucién de acido déhil tal
como una disolucion de acido fosférico o acido acético débil. Por gjemplo,
pueden usarse aproximadamente 2-4 volimenes de columna de &cido
acético 20 mM, pH 3, para lavar la columna. Pueden usarse también lavados
adicionales usando, por ejzmplo, 2-4 volimenes de columna de acetato de
sodio 0,05 M, pH 5,5, o acetato de sodio 0,05 M mezclado con cloruro de
sodio 0,1 M, pH 5,5. Alternativamente, usando métodos conocidos en la
técnica, la matriz de intercambio catiénico pusde zquilibrarse usando varios
voliumenes de solumna de una base débil, diluida.

Alternativamente, pusde eluirse bG-CSF sustancialmente purificado
poniendo en contacto la matriz de intercambiador catiénico con un tampén
que tiene una fuszrza idnica o un pH suficientemente bajo como para
desplazar el bG-CSF de la matriz. El pH del tampon de elucion pusde oscilar
desde aproximadamente pH 2,5 hasta aproximadamante pH 6,0. Mas
especificamente, ¢l pH del tampén de elucion puede oscilar desde
aproximadamente pH 2,5 hasta aproximadamente pH 55, de
aprovimadamente pH 2,5 a aproimadamente pH 5,0. El tampén de elucién
puede tener un pH de aproximadament= 3,0. Ademas, la cantidad del
tampén de =lucién puede variar ampliamente y generaiment2 estara en el
intervalo de aprorimadamente 2 a aproximadamente 10 volimenes de
columna. _

Tras la adsorcién del polipéptido hG-CSF a la matriz de
intercambiador catiénfco, puede eluirse &l polipéptido bG-CSF
sustancialmente purificado poniendo en contacto la matriz con un tampon
que tiene una fuerza ionica o un pH suficientemante alto como para
desplazar &l polipéptido bG-CSF de la matriz. Los tampones adecuados
para su uso en la elucién a pH alto de polipsptido bG-CSF sustanciaimente
purificado pueden incluir, pero sin limitarse a, tampones citrato, fosfato,
formiato, acetato, HEPES y MES que oscilan en concentracién desde al

menos aproximadamente 5 mM hasta al menos aproximadamente 100 mM.
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Puede realizarse cromatografia de fase inversa, RP-HPLC, para
purificar protzinas siguiendo protocolos adecuados que conocen los
expertos habituales en la técnica. Véanse, por zjemplo, Pearson ef al.,
ANAL BIOCHEM. (1982) 124:217-220 (1982); Rivier &f al., J. CHROM.
(1983) 268:112-119; Kunitani et al., J. CHROM. (1986) 356:391-402. Pusde
realizarse RP-HPLC con &l polipéptido bG-CSF para aislar polipéptido bG-
CSF sustancialmentz purificado. En ests sentido, pueden usarse resinas
derivatizadas con silice con funcicnalidades alquilo con una amplia variedad
de longitudes, incluyendo, pero sin limitarse a, resinas de al menos
aprovimadamente C; a al menos aproximadamente Cy;, de al menos
aproximadamente C; a al menos aproximadamente Czp, 0 de al menos
aproximadamente Cg a al menos apro<imadamente Cqg. Alternativamente,
puede usarse una resina polimérica. Por gjemplo, puede usarse la resina
TosoHaas Amberchrome CGIOOOsd, que es una resina de polimeroa de
estireno. Pueden usarse también resinas ciano o poliméricas con una amplia
variedad de longitudes de cadena de alquilo. Ademas, la columna de RP-
HPLC puzde lavarse con un disolvente tal como =tanol. La columna Source
RP &s otro ejemplo d= una columna de RP-HPLC.

Puede usarse un tampén de elucién adecuado que contiene un
agente de apareamiento idnico adecuado y un modificador organico tal
como metanol, isopropa‘nol, tetrahidrofurano, acetonitrilo o etanol, para eluir
el polipéptido bG-CSF de la columna de RP-HPLC. Los agentes de
apareamiento iénico usados mas comunmente incluyen, pero no se limitan
a, acido acético, acido farmico, acido perclorico, acido fosférico, acido
trifluoroacético, asidn  heptafluorobutirico,  trietilamina,  acetato  de
tetrametilamonio, tetrahutilamonio y trietilamonio. La elucién puede
realizarse usando unc 0 mas gradientes o condiciones isocraticas,
prefiiéndose las condiciones de gradiente para reducir el tiempo de
separacién y para disminuir la anchura de los picos. Otro método implica el
uso de dos gradisntes con diferentes intervalos de concentracién de

disolventes. Los ejemplos de tampones de elucion adecuados para su uso
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en &l presantz documanto pueden incluir, pero no se limitan a, disoluciones

de acetato de amonie y acetonitrilo.

Técnicas de= purificacién mediante cromatografia de interaceion hidréfoba

Puede realizarse cromatografia de interaccién hidréfoba (HIC) con el
polipéptido bG-CSF. Véase en general HYDROPHOBIC INTERACTION
CHROMATOGRAPHY HANDBOOK: PRINCIPLES AND METHODS (n.° de
cat. 18-1020-90, Amersham Binsciences (Piscataway, NJ) que se incorpora
como referencia al presente documento. Las matrices de HIC adecuadas
pueden incluir, pero no se limitan a, matrices sustituidas con alquilo o arilo,
tales como matrices sustituidas con butilo, hexilo, octilo o fenilo incluyendo
matrices de agarosa, agarosa reticulada, Sepharose, celulosa, silice,
dextrano, poliestireno, poli(metacrilato), y resinas en modo mezclado,
incluyendo pero sin Iimifarse a, una resina de poligtilenamina o una matriz
de poli(metacrilato) sustituida con butilo o fenilo. Las fuentes disponibles
comercialmente para la cromatografia en columna dz interaccion hidréfoba
incluyen, pero no se limitan a, columnas HITRAP®, HIPREP® e HILO AD®
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ).

En resumen, antes de la carga, la columna de HIC puede equilibrarse
usando tampones convencionales conocidos por los expertos habituales en
la técnica, tales como una disolucién de acido acético/cloruro de sodio o
HEPES que contiene sulfato da amenio. Puede usarse sulfato de amonio
como tampdn para cargar la columna de HIC. Tras cargar el polipéptido hG-
CSF, la columna puede lavarse entonces usando condiciones y tampones
convencionales para eliminar matzriales no deseados pero conservando 2l
polipéptido bG-CSF en la columna de HIC. El polipéptido bG-CSF puede
gluirse con de aproximadamente 3 a aproximadamente 10 volimenes de
columna de un tampén convencional, tal como un tampén HEPES que
contiene EDTA y una concentracion de sulfato de amonio inferior que el
tampon de equilibracién, o un tampoén de acido acético/cloruro de sodio,

entre otros. Puede usarse también un gradiente salino lineal decreciente
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usando, por ejemplo, un gradiente de fosfato de potasio, para &luir las
moléculas de bG-CSF. El eluyente puede concentrarse entonces, por
egjemplo, mediante filtracion tal como diafiltracién o ultrafiltracion. Puede
utilizarse diafiltracion para eliminar la sal usada para eluir &l polipéptido bG-
CSF.

Otras técnicas de purificacion

Puede realizarse aun otra etapa de aislamiento usando, por &jemplo,
filtracion en gel (GEL FILTRATION: PRINCIPLES AND METHODS (n.° de
cat. 18-1022-18, Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) que s& incorpora
como referencia al presente documanto, cromatografia en hidroxiapatita (las
matrices adecuadas incluyen, pero no se limitan a, HA-Ultrogel, High
Resolution (Calbiochem), hidroxiapatita cerdmica CHT (BioRad),
hidroviapatita Bio - Gel HTP (BioRad)), HPLC, adsorcién en lecho
expandido, ultrafiltrasion, diafiltracion, liofilizacién y similares, en la primera
mezcla de polipéptido bG-CSF o cualquier mezcla posterior del mismo, para
eliminar cualquier sal en exceso y para reemplazar el tampén por un tampon
adecuado para la siguiente etapa de aislamiento o incluso la formulacién del
producto terminado final.

El rendimiento de polipéptido bG-CSF, incluyendo polipéptido hG-
CSF sustancialmente purificado, puede monitorizarse &n cada stapa descrita
en el presente documento usando técnicas conocidas por los expertos
habituales en la técnica. Tales técnicas pueden usarse también para evaluar
el rendimiento de polibéptido bG-CSF sustancialmente purificado tras la
ultima etapa de aislamiento. Por gjemplo, el rendimiento de polipéptido bG-
CSF puede monitorizarse usando cualquiera de varias columnas de
cromatografia de liquidos de alta presién de fase inversa, que tienen una
variedad de longitudes de cadena de alquilo tales como ciano-RP-HPLC,
CisRP-HPLC; asi somo HPLC de intercambio catidnico y HPLC de filtracion
en gel.
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En realizaciones especificas de la presente invencién, el rendimiento
de bG-CSF tras cada ctapa de purificacién puede ser de al menos

aproximadamente el 30%, al menos aproximadamente el 35%, al menos

g

aproximadamente el 40%, al menos aproximadaments el 45%, al menos

o~

aproximadamente el 50%, al menos aproximadamente el 58%,, al menos

)
™
ol

aprovimadamente &l 60%, al menos aproximadamente el 65%., al menos

aproximadamante el 70%, al menos aprorimadamente el 780, al menos

/

[\

aproximadameants &l 80%, al menos aprovimadamente el 85%, al menos
aproximadamente &l 90%, al menos aproximadamente €l 91%, al menos
aproximadamente el 92, al menos aprorimadamente el 93%, al menos
aproximadamentz el 94%, al menos aprovimadamente el 95°%, al menos
aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos
aproximadamesnt= &l @85, al menos aproximadamente 2 99%, al menos
aproximadamente el 99,9% o al menos aproximadamente &l 99,96%. del bG-
CSF en el material de partida para cada stapa de purificacion.

La pureza puede determinarse usando técnicas convencionales, tales
como SDS-PAGE, o midiendo el polipéptido bG-CSF usando ensayocs de
inmunotransferencia de tipo Western y ELISA. Por ejemplo, pueden
generarse anticuerpos policlonales contra proteinas aisladas de la
fermentacién de levaduras de control negativo y la recuperacion da
intercambio catidnico. Los anticuerpos también pusden usarse para estudiar
con sonda la presencia de proteinas contaminantes de la célula huésped.

El material de RP-HPLC Vydac C4 (Vydac) consiste en particulas de
gel de silice, cuyas superficies portan cadenas de alquilo C4. La separacion
del polipéptido bG-CSF' de las impurazas proteicas se basa en diferencias
en la fuerza de interaccionzs hidréfobas. La elucidn se realiza con un
gradiente cde acetonitriio en acido trifluoracético diluido. Se realiza HPLC
preparativa usando una columna de acero inoxidable (rellena de 2,8 a 2,2
litros de= gel de silice Vydac C4). El eluato de hidroxiapatita Ultrogel se
acidifica afiadiendo acido trifluoroacético y s= carga &n la columna Vydac

C4. Para &l lavado y la elucidn, se usa un gradients de acetonitrilo en 4cido
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trifluoroacético  diluido. Se recogen fraccionas y se neutralizan
inmediatamente con  tampon  fosfato. Se  agrupan las fracciones de
polipéptido bG-CSF que estan d=ntro de los limites de IPC.

El material de DEAE Sepharose (Pharmacia) consistz &n grupos
dietilaminoetilo (DEAE) que se unen de forma covalente a la superficie de
perlas de Sepharose. La unién del polipéptide bG-CSF a los grupos DEAE
estd mediada por interacciones ionicas. El acetonitrilo y el acido
trifluoroacético pasan a través de la columna sin retenerse. Tras haherse
gliminado por lavado estas sustancias, se eliminan impurezas traza lavando
la columna con tampén acetato a pH bajo. Entonces, se lava la columna con
tampon fosfato neutro y se eluye el polipéptido bG-CSF con un tampon con
fuerza idnica aumentada. La columna sz empaqueata con DEAE Sepharose
fast flow. Se ajusta el volumen de columna para garantizar una carga de
polipéptido hG-CSF en el intervalo de 3-10 mg de polipéptido bG-CSF/ml de
gel. La columna se lava con agua y tampén de equilibracion (fosfato de
potasio/sodio). Se cargan las fracciones agrupadas del eluato de HPLC v se
lava la columna con tampén de equilibracién. Entonces se lava la columna
con tampén de lavado (tampén acetato de sodio) seguido por lavado con
tampén de equilibracién. Posteriormente, se eluye el polipeptido hG-CSF de
la columna con tampon de &lucidén (cloruro de sodio, fosfato de
potasio/sodio) y se recoge &n una Unica fraccidn segun el perfil de glucion
principal. El eluato de‘la columna de DEAE Sepharose se ajusta a la
conductividad especificada. El principio activo rasultante se esteriliza por
filtracion en botellas de teflan y se almacena a -70°C.

Los métodos adicionales que puaden emplearse incluyen, pero no se
limitan a, etapas para eliminar endotovinas. Las endotoxinas son
lipopolisacaridos (LPS) que se ubican en la membrana externa de celulas
huésped Gram-negativas, tales como, por egjemplo, Escherichia coli. Un
experto habitual en la técnica conoce métodos para reducir los niveles de
endotoyinas & incluyen, pero no se limitan a, técnicas de purificacion usando

soportes de silice, polvo de vidrio o cromatografia en hidroxiapatita, de fase
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inversa, de afinidad, de exclusidn molecular, de intercambio anidnico,
cromatografia de interaccién hidréfoba, una combinacién de estos métodos
y similares. Pueden rerjuerirse medificacion2s o métodos adicionales para
liminar contaminantes tales como migracién conjunta de proteinas del
polipéptido de interés. Un experto habitual en la técnica sonoce métodos
para medir los niveles de endotoxinas e incluyen, pero no se limitan a,
ensayos con lisado de amebocito de Limulus (LAL). El ensayo Endosafe™.-
PTS es un sistema colorimétrico, de un Unico tubo que utiliza cartuchos
precargados con reactivo LAL, sustrato cromogénico y endotoxina
convencional de control junto con un espectrofotdmetro manual. Los
métodons alternatives incluyen, pero no se limitan a, un método de LAL
cinético que es turhidimétrico y usa un formato de 96 pocillos.

Puede usarse una amplia variedad de métodos y procedimientos para
evaluar &l rendimiento y la pureza de una proteina bG-CSF que comprende
uno o mas aminoacidos no codificados d= manera natural, incluyendo pero
sin limitarse a, el ensayo Bradford, SDS-PAGE, SDS-PAGE con tincién con
plata, SDS-PAGE con tincion de Coomassie, espectrometria de masas
(incluyendo pero sin limitarse a, MALDI-TOF) y otros métodos para
caracterizar proteinas conocidos por un experto habitual en la técnica.

Los métodos adicionalzs incluyen, pero no se limitan a: SDS-PAGE
acoplada con métodos de tincidn de proteinas, inmunotransfzrencia,
espactrometria de masas de desorcién/ionizacién por laser asistida por
matriz (MALDI-EM), cromatografia de liquidos/espactrometria de masas,
isoelectroenfoque, intercambio anidnico analitico, cromatoenfoque vy
dicroismo circular.

VIIl. Exprasion en sistemas alternativos

S& han empleado‘varias estrategias para introducir aminoacidos no
naturales en proteinas en células huésped no recombinantes, células
huésped mutagenizadlas o en sistamas libres de células. Estos sistemas

también son adecuados para su uso en la preparacién de los polipéptidos
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bG-CSF de la presenté invencion. La derivatizacion de aminoacidos con
cadenas laterales reactivas tales como Lys, Cys y Tyr dio como resultado la
conversion de lisina en NZ-acetil-lisina. La sintesis quimica también
proporciona un método sencillo para incorporar aminoacidos no naturales.
Con el reciente desarrollo de la ligacidn enzimatica y la ligacidn quimica
nativa de fragmentos de péptidos, =s posible preparar proteinas mas
grandes. Véase, por gjemplo, P. E. Dawson y S. B. H, Kent, Annu. Rev.
Biochem. £9:023 (2000). La ligacidn quimica de péptidos y la ligacion
quimica nativa se describen en la patente estadounidense n.® 6.184.344, Ia
publicacidon de patente estadounidense n.” 200401358412, la publicacion de
patente estadounidense n.° 2003/06208043, el documanto WO 02/098902 y
el documento WO 037042235, que se incorporan como referencia al
presente documento. Se ha usado un método biosintético in vitro general en
el que se afiade un ARNt supresor acilado quimicamente con &l aminoacido
no natural deseado a un extracto in vitro que puede soportar la biosintesis
de protzinas, para incorporar de manera especifica del sitio mas de 100
aminoacidos no naturales en una variedad de proteinas de practicamente
cualquisr tamafo. Véanse, por gjgmplo, V. W. Cornish, D. Mendel v P. G.
Schultz, Angew. Chem. Int. Ed. ‘.Engl., 1908, 24:321 (199E): CJ. Neren, SJ.
Anthony-Cahili, M.C. Griffith, P.G. Schultz, A general mathod for site-specific
incorporation of unnatural amino acids into proteins, Sciense 244:182-188
(1989);, y J.D. Bain, CG. Glabe, TA. Div, A.R. Chamberlin, E.S. Diala,
Biosynthetic site-specifiuﬁ incorporation of a non-natural amino acid into a
polypeptide, J. Am. Chem. Scc. 111:8013-8014 (1989). Se ha introducido
una gran gama de grupos funcionales en proteinas para estudios de
estabilidad de proteinas, plegamiento de proteinas, mecanismo enzimatico y
transduccién de sefales.

Se desarrolld un método in vivo, denominado incorporacion por
presion selectiva, para aprovechar la promiscuidad de las sintztasas de tipo
natural. Véase, por gjemplo, N. Budisa, C. Minks, S. Alefelder, W. Wenger,
F. M. Dong, L. Moroder y R. Huber, FASEE J., 13:41 (199%). Se hace crecer
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una cepa auxoétrofa, en la que la ruta metabdlica relevante que suministra a
la célula un aminoacido natural particular esta inactivada, en medio minimo
que contiene concentraciones limitadas del aminoacido natural, mientras
que la transecripciéon del gen diana esta inhibida. Al comienzo de una fase de
crecimiento estacionario, &l aminoacido natural se agota y se reemplaza por
el analogo de aminnacido no natural. La induccidn de la exprssién de la
protzina resombinante da como resultado la acumulacién de una proteina
que contiene &l analogo no natural. Por gjemplo, usando esta estrategia, se
han incorporado o, m y p-fluorofenilalaninas en proteinas, y presentan dos
hombros caracteristicos =n €l espectro UV que se identifican faciimente,
véase, por 2jemplo, C. Minks, R. Huber, L. Moroder y N. Budisa, Anal. Bio
chem., 284:29 (2000); s& ha usado trifluorometionina para reemplazar la
metionina en lisozima de bacteriéfago T4 para eastudiar su intaraccién con
ligandos de quitoolignsacarido mediante '*F-RMN, véase, por ejamplo, H.
Duewel, E. Daub, V. Robhinson y J. F. Honek, Biochemistry, 36:3404 (1997);

y se ha incorporado ftrifluoroleucina en lugar de leucina, dando como

resultado un aumento de la estabilidad t&rmica y quimica de una proteina
con cremallera de leucina. Véase, por gjamplo, Y. Tang, G. Ghirlanda, W. A.
Petka, T. Nakajima, W. F. DeGrado y D. A. Tirrell, Angsw. Chem. Int, Ed.
Engl.. 40:1494 (2001). Ademas, se incorporan selenometionina vy
telurometionina en diversas proteinas recombinantes para facilitar la
resolucidon de fases en cristalografia de rayos X. Véanse, por gjemplo, W. A.
Hendrickson, J. R. Hoiton y D. M. Lemaster, EMBO J., 2:1665 (1990); J. O.
Boles, K. Lewinski, M. Kunklz, J. D. Odom, B. Dunlap, L. Lekioda y M.
Hatada, Nat, Struct. Bicl., 1:283 (1994); N. Budisa, B. Steipe, P. Demange,
C. Eckerskom, J. Kellermann y R. Huber, Eur. J. Biochem.. 230:788 (1995),
y N. Budisa, W. Karnbrock, S. Steinbacher, A. Humm, L. Prade, T.
Neuefeind, L. Moroder y R. Huber, J. Mol. Biol., 270:616 (1997). También se
han incorporada eficazmente en analogos de metionina funcionalidades
alqueno o alguino, lo que permitz la modificacién adicional de proteinas por
medios quimicos. Véanse, por sjemplo, J. C. van Hest y D. A, Tirrell, FEBS

20\
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Lett.. 428:58 (1998); J. C. van Hest, K. L. Kiick y D. A. Tirrell, J. Am. Chem.
Soc. 122: 1282 (2000); y K. L. Kiick y D. A. Tirrzll, Tetrahedron, 58:9487
(2000); patente estadounidense n.® 6.586.207; publicacién de patente
estadounidense 2002/00420%97, que se incorporan como referancia al
presente documento.

El évito de este método depende del reconocimiento de los analogos
de aminoacidos no naturales por aminoacil-ARNt sintetasas, que, en
general, requisren alta selectividad para garantizar la fidelidad de la
traduccion de proteinas. Un modo de expandir 2l alcance de este método es
relajar la especificidad de sustrato de las aminoacil-ARNt sintetasas, lo que
s ha logrado en un numero limitado de casos. Por sjemplo, la sustitucion de
Ala®® por Gly en fenilalanil-ARNt sintetasa (PheRS) de Escherichia coli
aumenta &l tamano del bolsillo de unién a sustratos, y da como resultado la
acilacion de ARNtPhe por p-Cl-fenilalanina (p-Cl-Phe). Véase, M. |bbha, P.
Kast y H. Herrnecke, Biochemistry, 33:7107 (1994). Una cepa de
Escherichia coli que alberga esta PheRS mutante permite la incorporacion
de p-Ci-fenilalanina o p-Br-fenilalanina en lugar de fenilalanina. Véanse, por
ejzmplo, M. Ibba y H. Hennecke, FEBS Lett., 364:272 (1995); y N. Sharma,
R. Furter, P. Kast y D. A. Tin-ell, FEBS Lett.,, 437.37 (2000). D& manera
similar, se mostrd que una mutacidn puntual Phel30Ser cerca del sitio de
unién a aminoacidos de la tirosil-ARNt sintztasa de Escherichia coli permitia
que se incorporase azatirosina mas eficazmente que tirosina. Véase, F.
Hamano-Takaku, T. lwama, S. Saito-Yano, K. Takaku, Y. Monden, M.
Kitabatake, D. Soil y S. Nishimura, J. Biol, Chem., 275:40324 (2000).

Otra estrat=gia para incorporar aminoacidos no naturales en proteinas
in vivo es modificar sintetasas que tienen mecanismos de correccion de
lectura. Estas sintetasas no pueden discriminar y por tanto activan
aminoacidos que son estructuralmente similares a los aminoacidos naturales
relacionados. Este error se corrige en un sitio separado, que desacila 2l
aminoacido cargado erréneamante del ARNt para mantener |a fidelidad de la

traduccién de proteinas. Si la actividad correctora de= lectura de la sintetasa
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se desactiva, analogos estructurales que estan activados de manera errdnea
pueden escapar de la funcién de edicidn & incorporarse. Ente enfoque se ha
demostrado recientemente con la valil-ARMt sintstasa (ValRS), Véase, V.
Doring, H. D. Mnontz, L. A. Nangle, T. L. Hendrickson, V. de Crecy-Lagard, P.
Schimmel y P. Marlierz, Science, 262:501 (2001). ValRS puede aminoacilar
de manera erronea tRNAVal con Cys, Thr o amincbutirato (Abu); estos
aminoacidos no relacionados se hidrolizan posteriormente por el dominio de
edicién. Tras la mutagénesis al azar del cromosoma de Escherichia coli, se
selecciond una cepa de Escherichia coli mutante que tiene una mutacién en
el sitio de edicidon de ValRS. Esta ValRS de edicidén defectuosa carga
incorrectamente  tRNAVal con Cys. Debido a que Abu se= parzce
estéricamente a Cys (&l grupo -SH de Cys se sustituye por -CH3 en Abu), la
ValRS mutante también incorpora Abu =n proteinas cuando esta cepa de
Escherichia coli mutante se hace cracer en presencia de Abu. El analisis de
espectrometria de masas muestra que aproximadamente el 24% de las
valinas se sustituyen por Abu en cada posicién de valina en la proteina
nativa.

Métodos semisintéticos y de sintesis en fase sélida han permitido
también la sintesis de varias proteinas que contienen aminoacidos
novadosos. Por egjemplo, véanse las siguientes publicaciones y las
referencias citadas en las mismas, que son las siguientes: Crick, F.H.C.,
Barrett, L. Brennar, S. Watts-Tohin, R. General nature of the genetic code for
proteins. Nature, 192: 1227-1232 (1961); Hofmann, K., Bohn, H. Studi=s on
polypeptides XXXVI. The effect of pyrazole-imidazole replacements on the
S-protein activating potency of an S-peptide fragment, J. Am Chem,
83(24):5914-5019 (1963); Kaiser, E.T. Synthetic approaches to biologically
active peptides and proteins including enzymes, Ace Chem Res, 22:47-54
(1989); Nakatsuka, T., Sasaki, T., Kaiser, E.T. Peptide segment coupling
catalyzed by the semisynthetic enzyme thiosubtilisin, J Am Chem Soc,
109:3808-3810 (1987); Schnolzer, M., Kent, S B H. Constructing proteins by
dovetailing unprotectzd synthetic peptides: backbone-engineerad HIV
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protease, Science, 256(5054):221-225 (1992); Chaiken, LM. Semisynthatic
peptides and proteins, CRC Crit Rev Biochem. 11(3):255-301 (1981); Offord,
R.E. Protein engineering by chemical mzans? Protein Eng., 1(3):151-187
(1987); y Jackson, D. Y., Burnier, J., Quan, C, Stanley, M., Tom, J., Welis, J.
A. A Designed Peptide Ligase for Total Synthesis of Ribonuclease A with
Unnatural Catalytic Residues, Science, 266(5183):243 (1994).

Se ha usado modificacion quimica para introducir una variedad de
cadenas laterales no naturales, incluyendo cofactoras, marcadores de espin
y oligonucledtidos en proteinas in vitro. Véanse, por &jamplo, Corey, D.R.,
Schultz, P.G. Generation of a hybrid sequence-specific single-stranded
deoxyribonuclease, Science. 238(4832):1401-1403 (1987); Kaiser, E.T.,
Lawrence D.S., Rokita, S.E. The chemical modification of enzymatic
specificity, Annu Rev Biochem, 54:535-505 (1985); Kaiser, E. T4, Lawrence,
D, S, Chemical mutation of enzyme active sites, Science, 225(4674):505-511
(1984); Neet, K.E., Nanci A, Koshland, D.E. Properties of Thiol-subtilisin, J
Biol. Chem, 243(24):6392-6401 (1933); Polgar, L. et M.L. Bender. A new
enzyme containing a synthetically formed active site. Thiol-subtilisin. J. Am
Chem Soc, 88:3153-3154 (1968), y Pollack, S.J., Nakayama, G. Schultz, P.
G. Intronduction of nucleophiles and spectroscopic probes into antibody
combining sites, Science. 242(4881): 1038-1040 (19€8).

Alternativamente, se han usado métodos biosintéticos que emplean
aminoacil-ARNt madificados quimicamente para incorporar varias sondas
biofisicas en proteinas sintetizadas in vitro. Véanse las siguientes
publicaciones y referencias citadas en las mismas: Brunner, J. New
Photolabeling and crosslinking methods, Annu. Rev Biochem, 52:483-514
(1993); y Krieg, U.C., Walter, P., Hohnson, A.E. Photocrosslinking of tha
signal sequence of nascent preprolactin of the 54-kilodalton polypeptide of
the signal recognition particle, Proc. Natl. Acad. Sci, 83(22): 8604- 8608
(1986).

Previamente, se ha mostrado que pueden incorporarse aminoacidos
no naturales de manera especifica del sitio en proteinas in vitro mediante la
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adicidn de ARNt supresores aminocilados quimicamente a reacciones de
sintesis de proteinas programadas con un gen que contiene una mutacién
sin sentido ambar deseada. Usande estos enfoques, pueden sustituirse
varios de los veinte aminoacidos comunes por homoélogos estructurales
cercanos, por gjemplo, fluorofenilanalina por fenilalanina, usando cepas
auvotrofas para un aminodcido particular. Véanse, por gjemplo, Noren, CJ.,
Anthony-Cahill, Griffith, M.C., Schultz, P.G. A general msthod for site-
specific incorporation of unnatural amino acids into proteins, Science, 244:
182-188 (1989); M.W. Nowalk, et al., Science 268:439-42 (1995), Bain, J.D.,
Glahe, C. G., Div, T.A.,, Chamberlin, AR,, Diala, E.S. Biosynthetic site-
specific Incorporation of a non-natural amino acids into a polypeptide, J. Am
Chem Soc, 111 :8013-8014 (19389); N. Budisa =t al., FASEB J. 13:41-51
(1999); Ellman, J. A., Mendel, D., Anthony-Cahill, S., Noren, C. J., Schultz,
P.G. Biosynthetic method for introducing unnatural amino acids site-
specifically into proteins. Methods in Enz., vol. 202, 201-236 (1992); y
Mendel, D., Cornish, V. W. & Schultz, P.G. Site-Directed Mutagenesis with
an Expanded Genetic Code, Annu Rev Biophys. Biomol Strust, 24, 435-62
(1995).

Por ejemplo, se prepard un ARNt supresor que reconocia el codon de
terminacién UAG y se aminoacilé quimicamente con un aminoacido no
natural. Se usé mutagénesis dirigida al sitio convencional para introducir el
codén de terminacion TAG, en el sitio d= interés en el g=n de la proteina.
Véasz, por ejemplo, Sayers, J.R., Schmidt, W. Eckstzin, F. §-8
Exonucleases in phosphorothinate-basedolignoucleotide-diracted
mutagenasis, Nucleic Acids Res, 16(3):791-802 (1988). Cuando se
combinaron &l ARNt supresor acilado y el gen mutante 2n un sistema de
transcripcién/traduccion in vitro, = aminoacido no natural se incorpord en
respuasta al codan UAG qu= dio una proteina que contenia ese amincacido
en la posicion especificada. Experimentos usando [*H}-Phe y experimentos
eon o-hidraviacidos demostraron que sélo se incorpora el aminoacido

deseadn en la posicidn especificada por el codéon UAG y que este



Ch

10

20

238

aminoacido no se incorpora en ningun otro sitio en la proteina. Véanse, por
gjemplo, Noren, &t al, citado anteriormente; Kobayashi et al., (2003) Naturs
Structural Biclogy 10(8):425-432; y, Ellman, J.A., Mendel, D., Schultz, P, G.
Site-spécific incorporation of novel backbone structures into  proteins,
Science, 255(5041):197-200 (1992).

Un ARNt puzde aminoacilarse con un aminoacido deseadc mediante
cualquizr método o técnica, incluyendo pero sin limitarse a, aminoacilacién
quimica o &nzimatica. La aminnacilacidn puede lograrse mediante aminoacil-
ARNt sintetasas o mediante otras moléculas enzimaticas, incluyendo pero
sin limitarse a ribozimas. El término “ribozima” es intercambiable con “ARN
catalitico”. Cech y colaboradores (Cech, 1987, Science, 236: 1532-1539;
McCorkle &t al,, 1987, Concepts Biochem. 684:221-226) demostraron la
presencia de ARN que se producian de manera natural que pusden actuar
como catalizadores (ribozimas). Sin embargo, aunque s= ha mostrado que
estos catalizadores de ARN naturales actian sdlo sobre sustratos de acido
ribonucleico para la escisién y el corte v empalme, el reciente desarrollo de
la evolucién artificial de ribozimas ha expandido el repertorio de catélisis a
diversas reacciones quimicas. Los estudios han identificado moléculas de
ARN que pueden catalizar enlaces aminoacil-ARN en sus propios extremos
(2)3'-terminales (lllangaketare &t al, 1995 Science 267:643-647), y una
molécula de ARN que pusde transferir un aminoacido de una molécula de
ARN a otra (Lohse =t al., 1996, Nature 381 :442-444).

La publicacién de solicitud de patente estadounidense 2003/0228593,
que se incorpora como referencia al presente documento, describe métodos
para construir ribozimas y su uso =n la aminoacilacion de ARNt con
aminoacidos codificados de manera natural y no codificados de manera
natural. Formas inmovilizadas en sustrato de moléculas enzimaticas que
pueden aminoacilar ARNt, incluyendo pero sin limitarse a ribozimas, pueden
permitir una purificacién por afinidad eficaz de los productos aminoacilados.
Los ejemplos de sustratos adecuades incluyen agarosa, Sepharose y perlas

magnéticas. La produccion y el use de una forma inmovilizada =n sustrato



wn

239

de ribozima para la aminoacilacién se describe en Chemistry and Biology
2003, 10:1077-1084 y la publicacion d= solicitud de patente estadounidense
2003/0228593, que se incorpora como referencia al presente documento.

Los métodos de amincacilacidn quimica incluy=n, pero no se limitan
a, los introducidos por Hecht y colaboradores (Hecht, S. M. Ace. Chem. Res.
1902, 25, 545, Heckler, T. G.; Roesser, J. R.; Xu, C; Chang, P.; Hecht, S. M.
Biochemistry 1988, 27, 7254, Hecht, S. M.; Alford, B. L.; Kuroda, Y.; Kitano,
S. J. Biol. Chem. 1978, 253, 4517) y por Schultz, Chamberlin, Doughezrty y
otros (Cornish, V. W.; Mendel, D.; Schultz, P. G. Angew. Chem. int. Ed.
Engl. 1995, 34, 621; Robertson, S. A.; Ellman, J. A.; Schultz, P. G. J. Am.
Chem. Soc. 1991, 113, 2722; Noren, C. J.; Anthony-Cahill, S. J.; Griffith, M.
C; Schultz, P. G. Science 1989, 244, 182; Bain, J. D.; Glabe, C. G,; Dix, T.
A., Chamberlin, A. R. J. Am. Chem. Soc. 1689, 111, 8013; Bain, J. D. &t al.
Nature 1992, 356, 537, Gallivan, J. P.; Lester, H. A.; Dougherty, D. A. Chem.
Biol. 1997, 4,740; TL|r-:é|tti, et al. J. Biol. Chem. 1996, 271, 19991; Nowak, M.
W. &t al. Science, 1995, 2538, 439; Saks, M. E. &t al. J. Biol. Chem. 1998,
271, 23169; Hohsaka, T. ef al. J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 34), que se&
incorporan como referencia al presente documento, para evitar &l uso de
sintetasas en la aminoacilaciéon. Tales métodos u otros métodos de
aminoacilacién quimica pueden usarse para aminoacilar moléculas de ARNt.

Los métodos para generar ARN catalitico pueden implicar generar
conjuntos separados de secuencias de ribozimas aleatorizadas, realizar la
evolucién dirigida en los conjuntos, examinar los conjuntos para detectar la
actividad de aminoacilacion deseada y seleccionar las secuencias de las
ribozimas que presentan la actividad de aminoacilacion deseada.

Las ribozimas pusden comprender motivos y/o regiones quse facilitan
la actividad de acilacién, tales como un motivo GGU y una region rica an U.
Por gjemplo, se ha notificado que regiones ricas =n U pueden facilitar el
reconocimiento de un sustrato de aminoacido, y un motivo GGU puede
formar pares de bases con los extremos 3' terminales de un ARNt. En

combhinacién, el motivo GGU y la regién rica en U facilitan el reconocimiento
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simultaneo tanto del aminodsido como dil ARNt simultdneamente, y de ese
modo facilitan la aminoaéilacién del extremo 3’ terminal del ARNt.

Las ribozimas pued=sn generarse mediants seleccion in vitro usando
un r24mini parcialmente aleatorizado conjugado con ARNt**"ccogs seguido
por modificacién sistematica por ingenieria genética de una secuencia
cONsSenso que se encuentra en 10s clon2s activos. Una ribozima a modo de
ejemplo obtenida mediante este método s= denomina “ribozima Fx3" y se
descrine en la solicitud de publicacion estadounidense n.° 2003/0228593,
cuyo contenido se incorpora como referencia al presente documento, y
actia como un catalizador versatil para la sintesis de ciertos aminoacil-ARNt
cargados con aminoacidos no naturales relacionados.

La inmovilizacién sobre un sustrato puede usars2 para permitir una
purificacién por afinidad eficaz de los ARNt aminoacilados. Los ejemplos de
sustratos adecuados incluyen, pero no se limitan a, agarosa, Sepharose y
perlas magnéticas. Las ribozimas pu=den inmovilizarse sobre resinas
aprovechandose de la estructura quimica del ARN, tal como que el 3-cis-
diol &n la ribosa del ARN puede oxidarse con peryodato para producir 2l
correspondiente dialdehido para facilitar la inmovilizacién dzl ARN sobre la
resina. Pusden usarse diversos tipos de resinas incluyendo resinas de
hidrazida baratas en las que la aminacion reductora hace que la interaccion
entre la resina y la ribozima sza una unidn irreversible. La sintesis de
aminoacil-ARNt pueds= facilitarse significativamente mediante esta técnica de
aminoacilacién e&n columna. Kourouklis f al. Methods 2005; 36:239-4
describen un sistema de aminoacilacién basado en columna,

El aislamiento de los ARNt aminoacilados puede lograrse de una
variedad d2 modos. Un método adecuado es eluir los ARNt amincacilados
de una columna con un tampdén tal como una disolucién de acetato de sodio
con EDTA 10 mM, un tampé‘n que contiens acido N-(2-hidroxietil)piparazin-
N'-(3-propanosulfénico) 50 mM, KCI 125 mM pH 7,0, EDTA 10 mM, o
simplemente agua tamponadé con EDTA (pH 7,0).
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Los ARNt aminoacilados puerlen afiadirse a reacciones de traduccién
con &l fin de incorporar el aminoacido con el que se aminoacilé el ARNt en
una posicion de eleccidn en un polip2ptido preparado mediante la reaccién
de traduccidn. Los gjemplos d= sistemas de traduccion en los que los ARNt
aminoacilados de la presente invencidn pueden usarse incluyen, pero no se
limitan a lisados celulares. Los lisados celularzs proporcionan componentes
de reaccion necesarios para la traduccion in vitro de un polipéptido a partir
de un ARNm de entrada. Los gjemplos de tales componentes de reaccidn
incluyen pero no se limitan a proteinas ribosémicas, ARNr, aminoacidos,
ARNt, GTP, ATP, factores de elongacion e iniciacién de la traduscion y
factores adicionales asociados con la traduccién. Adicionalmente, los
sistemas de traducciéon pueden ser traducciones por lotes o traduccidn
compartimentalizada. Los sistemas de traduccion por lotes combinan los
componentes de reaccién en un Unico compartimento mientras que los
sistemas de traduccién compartimentalizada separan los componentes de la
reaccion de traduccion de los productos de reaccién que pueden inhibir la
eficacia de la traduccién. Tales sistemas de traduccion estan disponiblas
comercialmente.

Ademas, puede usarse un sistzma de transcripcién/traduccion
acoplado. Los sistemas dé transcripcién/traduccion acoplados permiten
tanto la transcripcion de un ARN de entrada para dar un ARNm
correspondiente, que a su vez se traduce mediante los componentes de
reaccion. Un gjemplo de una transcripcién/traduscidn acoplada disponible
comercialmente es el sistema Rapid Translation (RTS, Roche Inc.). El
sistema incluy2 una mezcla que contiene lisado de E. coli para proporcionar
componentes de la traduccién tales como ribosomas y factores de
traduccién. Adicionalmente, se incluye una ARN polimerasa para la
transcripcién del ADN de entracla para dar un molde de ARNm para su uso
en la traduccién. El RTS puede usar la compartimentalizacion de los

componentes d& reaccion por medio de una membrana interpuesta entre los
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compartimentos de  reaccidn, incluyendo un compartimento de
suministro/desechos y un compartimento de transcripcion/traduccion.

La aminoacilacién del ARNt puede realizarse mediante otros agentes,
incluyendo pero sin limitarse a, transferasas, polimerasas, anticusrpos
cataliticos, proteinas multifuncionales y similares.

Stephan en Scientist 10 de octubre de 2005; paginas 30-33 describe
métodos adicionales para incorporar aminnacidos no codificados de manera
natural en proteinas. Lu ef al. en Mol Cell. oatubre de 2001; 8(4):759-69
describen un método en el que una proteina se liga quimicamente a un
péptido sintético que contizne aminodcidos no naturales (ligacion de
proteina expresada).

Se han usado también técnicas de microinyeccién para incorporar
aminoacidos no naturales en proteinas. Véanse, por ejgmplo, M. W. Nowak,
P. C. Kearney, J. R. Sampson, M. E. Saks, C. G. Labarca, S. K. Silverman,
W. G. Zhong, J. Thorson, J. N. Abelson, N. Davidson, P. G. Schultz, D. A.
Dougherty y H. A. Lester, Science. 268:43¢ (1995); y D. A. Dougherty, Curr.
Opin, Chem. Biol., 4:645 (2000). A un ovocito de Xenopus se le inyectaron
conjuntamente dos especies de ARN preparadas in vitro: un ARNm que
codifica para la proteina diana con un coddn de terminacion UAG en la
posicién de aminoacido de interés y un ARNt supresor ambar aminoacilado
con el aminoacido no natural deseado. La maquinaria de traduccién del
ovacito inserta entonces el aminoacido no natural en la posicion
especificada por UAG. Este método ha permitido estudios de estructura-
funcién in vivo de proteinas integrales de membrana, que generaimente no
son adecuadas para sistemas de evpresion in vilro. Los ejemplos incluyen la
incorporacién de un aminodcido fluorescente en el receptor de neurocinina 2
taquicinina para medir distancias mediante transferencia de energia por
resonancia de fluorescencia, véase, por gjemplo, G. Turcatti, K. Nemeth, M.
D. Edgerton, U. Meseth, F. Talabot, M. Peitsch, J. Knowles, H. Vogel y A.
Chollet, J. Biol. Chem., 271:199%1 (1993); la incorporacion de aminoacidos

kiotinilados para identificar residuos sx¥puestos en la superficie en canales
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ibnicos, véase, por sjemplo, J. P, Gallivan, H. A. Lester y D. A. Dougherty,
Chem. Biol., 4:739 (1997); el uso de analogos de tirosina enjaulados para
monitorizar cambios conformacionales en un canal i6nico &n tiempo real,
vease, por gjemplo, J. C. Miller, S. K. Silverman, P. M. England, D. A,
Dougherty y H. A. Lester, Neuron, 20:619 (19G8); y el uso de alfa-
hidroxiaminoacidos para cambiar las estructuras principales de ranales
iGnicos para estudiar con sonda sus mecanismos de activacion. Véanse, por
gjemplo, P. M. England, Y. Zhang, D. A. Dougherty y H. A, Lester, Cell,
96:86 (1999); y T. Lu, A. Y. Ting, J. Mainland, L. Y. Jan, P. G. Schultz y J.
Yang, Nat. Neurosci. 4:23¢ (2001). La capacidad para incorporar
aminoacidos no naturales directamente en proteinas in vivo ofrece una
amplia variedad de ventajas incluyendo pero sin limitarse a, altos
rendimientos de proteinas mutantes, facilidad técnica, la posibilidad de
estudiar las proteinas mutantes en células o posiblemente en organismos
vivos y el uso de =stas proteinas mutantes en tratamientos terapéuticos y
usos de diagnostico. La capacidad para incluir aminoacidos no naturales con
diversos tamarfios, acideces, nucledfilicidades, hidrofobicidades y otras
propiedades en proteinas pusde evpandir en gran medida la capacidad para
manipular de manera racional y sistematica las estructuras de las proteinas,
tanto para estudiar con sonda la funcién de la proteina como para crear
nusvas proteinas u organisnios con propizdades novadosas.

En un intento por incorporar d= manera especifica del sitio para-F-
Phe, se usd un par fenilalanil-ARNt sintetasa/ARNtPheCUA supresor ambar
de levaduras en una cepa de Escherichia coli resistente a p-F-Phe,
auxotrofa para Phe. Véase, por gjemplo, R. Furter, Protein Sci, 7:419
(1998).

También puede ser posible obtener la expresién de un polinucledtido
de bG-CSF de la presente invencidn usando un sistema de traduccion libra
de células (in vitra). Los sistemas de traduccion pueden ser celulares o libres
de células, y pueden ser procariotas o eucariotas. Los sistemas de

traduccién celulares incluyen, pero no se limitan a, preparaciones de células
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completas tales como células permeabilizadas o cultivos celulares en los
que puede transcribirse una secuencia dz acido nucleico deseada para dar
ARNm y traducirse =| ARNm. Estan disponibles comerzialmente sistemas de
traduccidn libres de células y se conocen bien muchos tipos y sistemas
diferentes. Los gjemplos de sistemas libres de células incluyen, pero no se
limitan a, lisados procafiotas tales como lisados de Escherichia coli, y
lisados sucariotas tales coma extractos de germen de trigo, lisados de
células de insecto, lisados de reticulocitos de congijo, lisados de ovocitos de
songjo y lisados de células humanas. Pueden preferirse lisados o extractos
eucariotas cuando la proteina resultantz esta glicosilada, fosforilada o
modificada de otra forma dehido a que muchas de tales modificaciones sélo
son posihles en sistemas eucarinotas. Algunos de estos extractos y lisados
estan disponibles comercialment2 (Promega; Madison, Wis.; Stratagens=; La
Jolla, Calif.; Amersham; Arlington Heights, 111.; GIBCQ/BRL; Grand Island,
N.Y.). También estan disponibles extractos membranosos, tales como los
extractos pancreaticos caninos que contienen membranas microsdmicas,
nue son utiles para traducir proteinas secretoras. En estos sistemas, que
pueden incluir o bien ARNm como molde (traduccion in vitro) o bien ADN
como molde (transcripcion y traduccién in vitre combinadas), la sintesis in
vitro 1a dirigen los ribosomas. Se ha aplicado un =sfuerzo considerable al
desarrollo de sistemas de expresion de proteinas libres de o&lulas. Véanse,
por gjemplo, Kim, D.M. y J.R. Swartz, Biotzchnology and Bicengineering, 74
:309-316 (2001); Kim, D.M. y J.R. Swartz, Biotechnology Letters, 22, 1637-
1542, (2000); Kim, D.M., y J.R. Swartz, Biotechnology Progress, 13, 335-
360, (2000); Kim, D.M., y J.R. Swartz, Bictzchnology and Bioenginzering,
66, 180-188, (1999); y Patnaik, R. y J.R. Swartz, Biotechniques 24, 852-3532,
(1998); la patente estadounidense n.° 6.337.191; |a publicacién de patente
gstadounidense n.° 2002/00816680; el documento WQ 00/55253; =l
documento WO 90/05785, que se incorporan como referencia al presente
documeanto. Otro enfoque que puede aplicarse a la expresién de polipéptidos

bG-CSF que comprendzn un aminoacido no codificado de manera natural
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incluye la técnica de fusion ARNm-péptido. Vi&anse, por gjemplo, R. Roberts
y J. Szostak, Proc. Naﬂ Acad. Sci. (USA) 94: 12297-12302 (1997, A.
Frankel, et al, Chemistry& Biology 10:1043-1050 (2003). En este =nfoque,
se traduce un molde de ARNm unido a puromicina para dar un péptido en el
ribosoma. Si se han mo‘dificado una o mas moléculas de ARNt, pueden
incorporarse también aminoacidos no naturales en &l péptido. Tras haberse
leido el Gltimo coddén de ARNm, la puromicina captura el extremo C-terminal
del péptido. Si se encuentra que el conjugado de ARNm-péptido resultante
tiene propiedades interesantes en un ensayo in vitro, su identidad puede
revelarse facilmente a partir de la secuencia de ARNm. De este modo,
pusden examinarse bibliotscas de polipzptidos bG-CSF que comprendan
uno 0 mas aminoacidos no codificados de manera natural para identificar
polipéptidos que tienen propiedades deseadas. Mas recientemente, se han
notificado traducciones en ribosomas in vitre con componentes purificados
que permiten la sintesis de péptidos sustituidos con aminoacidos no
codificados de manera natural. Véase, por gjemplo, A. Forster et al, Proc.
Natl Acad. ScL (USA) 100:6353 (2003).

También pueden usarse sistemas de traduccidén reconstituidos.
También se han usado satisfactoriamente mezclas de factores de traduccion
purificados para traducir ARNm en proteinas asi como combinaciones de
lisados o lisados compleméntados con factores de traduccion purificados
tales como factor de iniciacién-1 (IF-l), IF-2, IF-3 (x o f), factor de
glongacion T (EF-Tu), o factores de terminacién. Los sistemas libres de
células pueden ser tamhién sistemas de transcripcion/traduccion acoplados
en los que se introduce ADN en el sistema, se transcribe en ARNm y se
traduce el ARNm tal como se describe en Current Protocols in Molecular
Biology (F. M. Ausubel ef al. editores, Wiley Interscience, 1993), que se
incorpora especificamante al presente documento como referencia. EI ARN
transcrito €n un sistema d= transcripcion eucariota puede estar en forma de
ARN heteronuclear (ARNhn) 0 ARNm maduro con el extremo &' ocupado (7-

metilguanosina) y con cola de poli A en ¢l extremo 3', lo que puede ser una
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ventaja en ciertos sistemas de traduccién. Por ejemplo, los ARN con
extremos ocupados se traducen con alta eficacia en el sistema dz lisado de
reticulocitos.

IX. Polimeros macromoleculares acoplados a polipéptidos bG-CSF

Pueden efectuarse diversas modificacionas en los polipéptidos con
aminoacidos no naturales descritos en 2l presente documento usando las
composiciones, los mstodos, las téanicas y estrategias descritos en el
presente documento. Estas modificaciones incluyen la incorporacian de una
funcionalidad adicional en el componente de aminoacido no natural del
polipéptido, incluyendo pero sin limitarse a, hidroxialquilalmidén (HAS),
hidroxietilalmidén (HES); un marcador; un colorante; un polimero; un
polimero soluble en agua; un derivade de polietilenglicol; un agente de
fotorreticulacién; un radiontclido; un compuesto citotéxico; un farmaco; un
marcador de afinidad; un marcador de fotoafinidad; un compuesto reactivo,
una resina; una segunda proteina o polipéptido o analogo de polipéptido; un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo; un quelante de metales; un cofactor,
un acido graso; un hidrato de carbono; un polinuclzdtido; un ADN; un ARN;
un polinucledtido antisentido; un sacarido; un dendrimero soluble en agua;
una ciclodextrina, un acido ribonucleico inhibidor; un biomaterial, una
nanoparticula; un marcador de espin; un fluoréforo, un rasto que contiene
metal; un resto radiactivo; un grupo funcional novedoso; un grupo que
interacciona de forma covalente o no covalente con otras moléculas; un
resto fotoenjaulado; un resto excitable mediante radiacién actinica; un rasto
fotoisomerizable; biotina; un derivado de biotina; un analogo de biotina; un
resto que incorpora un atomo pesado; un grupo quimicamente escindible; un
grupo fotoescindible; una cadena lateral alargada; un aztcar unido a
carbono; un agente redox activo; un aminotioacido; un resto téxico; un resto
marcado isotépicamente; una sonda hiofisica; un grupo fosforescente; un
grupo quimioluminiscente; un grupo electrodenso; un grupo magnético; un

grupo de intzrcalacion; un croméforo; un agente de transferencia de energia;
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un agente biolégicamente activo; un marcador detectable; una molécula
pequefia; un punto cuantico, un nanotransmisor; un radionucledtido; un
radiotransmisor; un agentz de captura de neutronss, o cualquisr
combinacién de los anteriores, o cualjuier otro compuasto o sustancia
deseable. Como gjemplo ilustrativo, no limitativo de las composiciones, los
métodos, las técnicas vy las estrategias descritos en el presente documento,
la siguiente descripcidén se centrard en afadir polimeros macromoleculares
al polipéptido con aminoacidos no naturales con &l entendimiento de que las
composiciones, los métodos, las técnicas y las estrategias descritos en la
misma también pueden aplicarse (con modificaciones apropiadas, si es
necesario y que un exparto en la técnica podria hacer con la descripcion en
el presente documento) para afadir otras funcionalidades, incluyendo pero
sin limitarse a las enumeradas anteriormente.

Puede unirse una amplia variedad de polim=aros macromoleculares y
otras moléculas a polipéptidos bG-CSF de la presente invenciéon para
modular las propiedades biolégicas del polipéptido bG-CSF, y/o proporcionar
huevas propiedades biolégicas a la molécula de hG-CSF. Estos polimeros
macromoleculares pueden unirse al polipéptido bG-CSF por medio de un
aminoacido codificado de manera natural, por medio de un aminoacido no
codificado de manera natural, o cualguier sustituyente funcional de un
aminoasida natural o no natural, o cualquier sustituyente o grupo funcional
afadido a un aminoacido natural o no natural. El peso molecular del
polimero puede ser de un amplio intervalo, incluyenda pere sin limitarse a,
entre aproximadamente 100 Da y aproximadamente 100.000 Da o mas. El
paso molecular del polimero puede ser de entre aproximadamente 100 Da y
aproximadamente 100.000 Da, incluyendo pero sin limitarse a, 100.000 Da,
95.000 Da, 90.000 Da, 85.000 Da, 80.000 Da, 75.000 Da, 70.000 Da, 55.000
Da, 60.000 Da, 55.000 Da, 50.000 Da, 45.000 Da, 40.000 Da, 35.000 Da,
30.000 Da, 25.000 Da, 20.000 Da, 15.000 Da, 10.000 Da, 9.000 Da, 8.000
Da, 7.000 Da, 6.000 Da, 5.000 Da, 4.000 Da, 3.000 Da, 2.000 Da, 1.000 Da,
@00 Da, 800 Da, 700 Da, A00 Da, 500 Da, 400 Da, 300 Da, 200 Da y 100
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Da. En algunas realizaciones, €l peso molecular del polimero es de entre
aproximadamente 100 Da y aproximadamente 50.000 Da. En algunas
realizaciones, el peso molecular del polimero 2s de entre aproximadamente
100 Da y aproximadamente 40.000 Da. En algunas realizacionss, el peso
molecular del polimero. &s de entre aprovimadamente 1.000 Da vy
aproximadamente 40.000 Da. En algunas realizaciones, el peso molzcular
del polimaro es de entre aproximadamente 5.000 Da y aprovimadamente
40.000 Da. En algunas realizaciones, el peso molecular del polimero es de
entre aproximadamente 10.000 Da y aproximadamente 40.000 Da.

La presentz invencidén proporciona preparaciones sustanciaimente
homogéneas de conjugédos de polimero:proteina. “Sustancialmente
homogéneo” tal como sz usa en &l presente documento significa que se
ohserva que las moléculas de conjugado de polimero:proteina son mas de la
mitad de la proteina total. El conjugado de polimero:protzina tiene actividad
biolégica y las presentes preparaciones de polipéptido bG-CSF pegilado
“sustancialmente homogéneas” proporcionadas en el presente documento
son las que son suficientémente homogéneas como para presentar las
véntajas de una preparacion homogénea, por ejemplo, facilidad en su
aplicacion clinica y en su predictibilidad de la farmacocinética lote a lote.

Puede elegirse tamhién preparar una mezcla de moléculas de
conjugado de polimero:proteina, y la ventaja proporcionada en el presente
documento es que pusde seleccionarse la proporcién de conjugado de
monopolimero:proteina a incluir en la mezcla. Por tanto, si se desea, puade
prepararse una mezcla de diversas proteinas con diversos numeros de
restos de polimere unidos (es decir, di-, tri-, tetra-, etc.) y combinar dichos
conjugados con &l conjugado de monopolimero:proteina preparado usando
los matodos de la presenté invencién, y tener una mezcla con una
proporcion determinada de conjugados de manopolimero:proteina.

El polimero seleccionado puede ser soluble en agua de modo que la
proteina a la que se une no precipita en un entorno acuoso, tal como un

entorno fisiolégico. El polimero pueds ser ramificado o no ramificado. Para el
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uso terapéutico de la preparacion de producto final, el polimero sera
farmacéuticamente aceptable.

Los ejemplos de polimeros incluyen pero no se limitan a
polialquiléteres y analogos con extremos ocupados con alcoxile de los
mismos (por ejemplo, polioxietilenglicol, polioxietilen/propilenglicol  y
analogos con extremos ocupados con metoxilo o etoxilo de los mismos,
especialmente polioxietilenglicol, este dltimo s2 conoce también como
politileneglicol o  PEG), palivinilpirrolidonas;  polivinilalquiléteres;
polioxazolinas, polialquiloxazolinas y polihidrovialquiloxazolinas;
poliacrilamidas, polialquilacrilamidas y polihidroxialguilacrilamidas (por
gjemplo, polihidroxipropilmetacrilamida y derivados de la  misma);
poli(acrilatos de hidroxialquilo); acidos polisialicos y analogos de los mismos;
secuencias peptidicas hidréfilas; polisacaridos y sus derivados, incluyendo
dextrano y derivados de dextrano, por gjemplo, carboximetildextrano,
sulfatos de dextrano, aminodextrano; celulosa y sus derivados, por gjemplo,
carboximetilcelulosa, hidroxialquilcelulosas; quitina y sus derivados, por
gjemplo, quitosano, succinil-quitosano, carboximetilquitina,
carboximetilquitosano; acido hialurénico y sus derivados; almidones;
alginatos,; sulfato de condroitina; albumina; pululanc y carboximetilpululano;
poliaminoacidos y derivados de los mismos, por ejemplo, poli(acidos
glutamicos),  polilisinas,  poli(acidos  asparticos), poliaspartamidas;
copolimeros de anhidrido malsico tales como: copolimero de estirenc-
anhidrido maleico, copolimerc de diviniletil &ter-anhidrido  maleico;
poli(alcoholes vinilicos), copolimeros de los mismos; terpolimeros de los
mismos, mezclas de los mismos; hidroxialquilalmidon(HAS), incluyendo pero
sin limitarse a, hidroxietilalmidon (HES); y derivades de los anteriores.

La proporcidon de moléculas de polietilenglicol con respecto a
moléculas de proteina variard, asi como sus concentraciones en la mezcla
de reaccidn. En general, la razén dptima (en cuanto a la eficacia de la
reaccion en la que hay un minimo exceso de polimero o proteina sin

reaccionar) puade determinarse mediante el peso molecular  del
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polietilenglicnl seleccionado y =l nimaro de grupos reactivos disponibles. En
lo que se refiere al peso molecular, normalmente cuanto mayor sea &l peso
molecular del polimera, menor sera €l nim=ro de moléculas de polimero que
pueden unirse a la proteina. De manera similar, dzhe tenerse en cuenta la
ramificacién del polimero cuando se optimizan estos pardmetros.
Generalmente, cuanto mayor sea &l peso molecular (0 cuantas mas
ramificaciones haya) mayor seré la razén polimero:proteina.

Tal como se usa en el presente documento, y cuando se contamplan
conjugados de PEG:polipéptido bG-CSF, la expresion ‘“cantidad
terapéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad que proporciona el
beneficio deseado a un animal. La cantidad variara de un individuo a otro y
dependera de varios factores, incluyendo el estado fisico global del paciente
y la causa subyacentz del estado qus va a tratarss. La cantidad de
polipéptido hG-CSF usada para la terapia proporciona una tasa de cambio
aceptable y mantizne una respuesta deseada a un nivel beneficioso. Un
experto habitual en la técnica puede determinar faciimente una cantidad
terapéuticamente eficaz de las presentes composicionas usando materiales
y procedimientos disponibles para el publico.

El polimero soluble en agua puede ser cualquier forma estructural
incluyendo pero sin limitarse a lineal, en horquilla o ramificada.
Normalmente, el polimaro soluble en agua es un poli(alquilenglico!), tal como
poli(etilenglicol) (PEG), aunque pueden emplearse también otros polimeros
solubles en agua. A modo de ejemplo, se usa PEG para describir ciertas
realizacionss de esta invencion.

PEG es un polimero soluble 2n agua bien conocido que esta
disponible comerciaimente o puede prepararse mediante polimarizacién por
apertura de anillo de etilenglicol seglin métodos conocidos por los expertos
hahituales en la téchica (Sandler y Kara, Polymer Synthesis, Academic
Press, Nueva York, vol. 3, paginas 138-161). El término “PEG" se usa en

sentido amplio para abarcar cualquier molécula dz polietilenglicol,
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independientemente del tamafio o la modificacion en un extremo del PEG, y
puede reprasentarse como unido al polipéptido bG-CSF mediante la formula:
XO-(CHzCH:0)p-CH:CHz-Y

en la que n s de 2 a 10.000 y X es H o una modificacion terminal,
incluyendo pero sin limitarse a, un grupo alquilo Cq.4, un grupo protector o un
grupo funcional terminal.

En algunos cascs, un PEG usado en la invencidén termina en un
extremo con hidroxilo o metoxilo, es decir, X #s H o CH3 ("metoxi-PEG").
Alternativamente, el PEG puede terminar con un grupo reactivo, formando
de ese modo un polimero bifuncional. Los grupos reactivos tipicos pueden
incluir los grupos reactivos que se usan comunmente para reaccionar con
los grupos funcionales que se encuentran en los 20 aminoacidos comunes
(incluyendo pero sin limitarse a, grupos maleimida, carbonatos activados
(incluyendo pero sin limitarse a, éster p-nitrofenilico), ésteres activados
(incluyendo pero sin limitarse a, éster de N-hidroxisuscinimida, p-
nitrofenilico) y aldehidos) asi como grupos funcionales que son inartes frente
a los 20 aminoacidos comunes pero que reaccionan especificamente con
grupos funcionales complementarios preésentes en  aminoacidos no
codificados de manera natural (incluyendo pero sin limitarse a, grupos azida,
grupos alquino). Se observa‘que gl otro extremo del PEG, que se muestra
en la férmula anterior mediante Y, se unird o bien directa o bien
indirectamente a un polipéptido hG-CSF por medio dz un aminoacido que se
produce de manera natural o no codificado de manera natural. Por ejemplo,
Y puede ser una unién amida, carbamato o urea con un grupo amina
(incluyendo pero sin limitarse a, la amina é&psilon de la lisina o el extremo N-
terminal) del polipéptido. Alternativamente, Y puede ser una unién maleimida
con un grupo tiol (incluyendo pero sin limitars= a, el grupo tiol d2 a cisteina).
Alternativamente, Y puede ser una unidn con un residuo qu2 no eés
comunmente accesible por medio de los 20 aminoacidos comunes. Por
gjemplo, puede hacerse reaccionar un grupo azida en el PEG con un grupo
alquino en el polipéptido bG-CSF para formar un producto de cicloadicion
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[3+2] de Huisgen. Alternativamente, puede hacerse reaccionar un Jrupo
alquino en el PEG con un grupo azida presente en un amincacido no
codificado de manera natural para formar un producto similar. En algunas
realizacionss, pueds hacerse reaccionar un nucleéfilo fuerte (incluyendo
pero sin limitarse a, hidrézina, hidrazida, hidroxilamina, semicarbazida) con
un grupo cetona o aldeHido presents en un aminoacido no codificado de
manera natural para formar una hidrazona, oxima o s2micarbazona, segun
sea aplicable, que en algunos casos puede reducirse adicionalmente
mediante tratamiento con un agente reductor apropiado. Alternativamente, el
nucledfilo fuerte puede incorporarse en el polipéptido bG-CSF por medio de
un aminnacido no codificado de manera natural y usarse para reaccionar
preferentemente con un grupo aldehido o cetona presente en el polimaro
soluble en agua.

Puede usarse cualquier masa molecular para un PEG segun se
desee de manera practica, incluyendo pero sin limitarse a, de desde
aproximadamente 100 Daltons (Da) hasta 100.000 Da o mas segun se
desee (incluyendo pero sin limitarse a, algunas veces 0,1-50 kDa o 10-40
kDa). El peso molecular del PEG puedes ser un amplio intervalo, incluyendo
pero sin limitarse a, entre aproximadamente 100 Da y aproximadamente
100.000 Da o mas. El PEG puede estar entre aproximadamente 100 Da y
aproximadamente 100.000 Da, incluyendo pero sin limitarse a, 100.000 Da,
95.000 Da, 90.000 Da, 85.000 Da, 80.000 Da, 75.000 Da, 70.000 Da, 65.000
Da, 60.000 Da, 55.000 Da, 50.000 Da, 45.000 Da, 40.000 Da, 35.000 Da,
30.000 Da, 25.000 Da, 20.000 Da, 15.000 Da, 10.000 Da, 9.000 Da, 8.000
Da, 7.000 Da, 6.000 Da; 5.000 Da, 4.000 Da, 3.000 Da, 2.000 Da, 1.000 Da,
900 Da, 800 Da, 700 Da, 600 Da, 500 Da, 400 Da, 300 Da, 200 Da y 100
Da. En algunas r=alizaciones, ¢l PEG es de entre aproximadamente 100 Da
y aproximadamente 50.000 Da. En algunas realizaciones, el PEG es de
entre aproximadamente 100 Da y aproximadamente 40.000 Da. En algunas
realizaciones, €l PEG es de entre aprorimadamente 1.000 Da vy
aproximadamente 40.000 Da. En algunas realizaciones, el PEG es de entre



10

253

aprovimadamente 5.000 Da y aproximadamente 40.000 Da. En algunas
realizaciongs, el PEG es de entre aproximadamente 10.000 Da vy
aproximadamente 40.000 Da. Pueden usarse también PEG de cadena
ramificada, incluyendo pero sin limitarse a, moléculas de PEG en las que
cada cadena tiene un PM que oscila desde 1-100 kDa (incluyendo pero sin
limitarse a, 1-50 kDa o 5-20 kDa). E! peso molecular d& cada cadena del
PEG de cadena ramificada puede ser, incluyendo pero sin limitarse a, de
entra aproximadamenta 1.000 Da y aproximadamente 100.000 Da o mas. El
peso molecular de cada cadena del PEG de cadena ramificada puede ser de
entre aproximadamente 1.000 Da y aproximadamente 100.000 Da,
incluyendo pero sin limitarse a, 100.000 Da, 95.000 Da, 90.000 Da, 85.000
Da, 80.000 Da, 75.000 Da, 70.000 Da, 55.000 Da, 60.000 Da, 55.000 Da,
50.000 Da, 45.000 Da, 40.000 Da, 35.000 Da, 30.000 Da, 25.000 Da, 20.000
Da, 15.000 Da, 10.000 Da, 9.000 Da, 8.000 Da, 7.000 Da, 6.000 Da, 5.000
Da, 4.000 Da, 3.000 Da, 2‘.000 Da y 1.000 Da. En algunas realizaciones, el
peso molecular de cada cadena del PEG de cadena ramificada es de entre
aproximadamente 1.000 Da y aproximadamente 50.000 Da. En algunas
realizaciones, =l peso molecular de cada cadena del PEG de cadena
ramificada &s de entre aproximadamente 1.000 Da y aproximadamente
40.000 Da. En algunas realizaciones, el peso molecular de sada cadena del
PEG de cadena ramificada es de entre aproximadamente 5.000 Da vy
aproximadamente 40.000 Da. En algunas realizaciones, €l peso molecular
de cada cadena del PEG de cadena ramificada es de entre
aproximadamente 5.000 Da y aproximadamente 20.000 Da. Se describe una
amplia gama de moléculas de PEG en, incluyendo pero sin limitarse a, el
catalogo de Shearwater Polymers, Inc., catalogo de Nektar Therapeutics,
incorporados coma referencia al presente documanto.

Generalmente, al manos un sxtremo terminal de la molécula de PEG
esta disponible para la reaccion con el aminoacido no codificado de manera
natural. Por gjemplo, pueden usarse derivados de PEG que llevan restos

alquino y azida para la r2accidn con cadenas laterales de aminoacidos para
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unir PEG a aminoacidos no codificados de manera natural tal como se
describe en el presentz documento. Si el aminoacido no codificado de
manera natural conwprende una azida, entonces el PEG contendra
normalmente o bien un resto alquino para efectuar la formacién del producto
de cicloadicién [3+2] o bién una especie de PEG activada (es decir, éster,
carbonato) que contiene un grupn fosfina para efectuar la formacion del
enlace amida. Alternativamente, si el aminoacido no codificado de manera
natural comprende un alquino, entonces el PEG contendrd normalmente un
resto azida para efectuar la formacion del producto de cicloadiciéon [3+2] de
Huisgen. Si el aminoacido no codificado de manera natural comprende un
grupo carbonilo, el PEG comprendera normalmente un nucledfilo potente
(incluyendo pero sin limitarsz a, una funcionalidad hidrazida, hidrazina,
hidroxilamina o semicarbazida) con =l fin de efectuar la formacion de las
correspondientes  uniones  hidrazona, ovima y  semicarbazona,
respactivamente. En otras alternativas, pusde usarse la orientacion inversa
de los grupos reactivos dzscritos anteriormente, es decir, un resto azida en
&l aminoacido no codificado de manera natural puede hacerse reaccionar
con un derivado de PEG que contiene un alquino.

En algunas realizaciones, la variante de polipéptidoe bG-CSF con un
derivado de PEG contiene una funcionalidad quimica que es r=activa con la
funcionalidad quimica presente en la cadena lateral del aminoacido no
codificade de manera natural.

La invenciéon proporciona en algunas realizaciones derivados
poliméricos que contienen acetileno y azida que comprenden una estructura
principal de polimero soluble en agua qus tiene un peso molecular promedio
de desde aproximadamente 800 Da hasta aproximadamente 100.000 Da. La
estructura principal de polimero del polimero soluble en agua puede ser
poli(etilenglicol). Sin embargo, debe entenderse que una amplia variedad de
polimeros solubles en agua incluy=nde pero sin limitarse a poli(etilen)glicol y
otros polimeros relacionados, incluyendn poli(dextrano) y poli(propilenglicol),

tambign son adecuados para su uso en la practica de esta invencién y que
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el uso del término PEG o poli(etilenglicol) pretende abarcar & incluir todas
las moléculas de este tipo. El término PEG incluye, pero no se limita a,
poli(etilenglicol) en cualquiera de sus formas, incluyendo PEG bifuncional,
PEG de multiples brazos, PEG derivatizado, PEG en horquilla, PEG
ramificado, PEG colgante (es decir, PEG o polimeros relacionados que
tienen uno o mas grupos funcicnales colgantes con respacto a la estructura
principal de polimero), o PEG :on enlaces degradables &n &l mismo.

El PEG =s normalmente transparentz, incoloro, inodoro, soluble en
agua, estable al calor, inerte frente a muchos agentes quimicos, no se
hidroliza ni se deteriora, y es generalmente no téxico. Se considera que el
poli(etilenglicol) es biozompatible, lo que significa que el PEG puede
coexistir  con organismos o tejidos vivos sin causar dafio. Mas
especificamente, el PEG es sustancialmente no inmunogénico, lo que
significa que &l PEG no tiende a producir una respuesta inmunitaria en el
cuerpo. Cuando se une a una molécula que tiene alguna funcién deseable
en el cuerpo, tal como un agente hiolégicamente activo, el PEG tiende a
enmascarar el agente y puede reducir o eliminar cualquier respussta
inmunitaria de modo que un organismo puede tolerar la presencia del
agentz. Los conjugados de PEG no tienden a producir una respuesta
inmunitaria sustancial ni a provocar coagulacién u otros &fectos no
deseados. El PEG que tiene la férmula -CH-CH:0-(CH:CH-0),-CH:CH>-, en
la que n es de desde aprdximadamente 3 hasta aproximadaments 4000,
normalmente desde aproximadamentz 20 hasta aproximadamente 2000, es
adecuado para su uso en la presente invencion. El PEG que tiene un peso
molecular de desde aprosximadamente 800 Da hasta aproximadamente
100.000 Da es en algunas realizaciones de la presente invencion
particularments Gtil como estructura principal de polimero. El peso molecular
del PEG pusde se=r un amiplio intervalo, incluy=ndo pero sin limitarse a, entre
aproximadamente 100 Da y aproximadamente 100.000 Da o mas. El peso
molecular del PEG puede ser de entre aproximadamente 100 Da vy
aproximadamente 100.000 Da, incluyendo pero sin limitarse a, 100.000 Da,
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95.000 Da, ©0.000 Da, 85.000 Da, 80.000 Da, 75.000 Dia, 70.000 Da, 65.000
Da, 60.000 Da, 55.000 Da, 50.000 Da, 45.000 Da, 40.000 Da, 35.000 Da,
30.000 Da, 25.000 Da, 20.000 Da, 15.000 Da, 10.000 Da, 9.060 Da, 8.000
Da, 7.000 Da, 6.000 Da, 5.000 Da, 4.000 Da, 3.000 Da, 2.000 Da, 1.000 Da,
900 Da, 800 Da, 700 Da, A00 Da, 500 Da, 400 Da, 200 Da, 200 Da y 100
Da. En algunas realizacion2s, €l peso molecular del PEG es de entre
aproximadamente 100 Da y aproximadamente 50.000 Da. En algunas
realizaciones, &l peso molecular del PEG es de entre aproximadamente 100
Da y aproximadamente 40.000 Da. En algunas realizaciones, el peso
molecular del PEG es de entre aproximadamentz 1.000 Da vy
aproximadamente 40.000 Da. En algunas realizaciones, el peso molecular
del PEG es de entr= aproximadamente 5.000 Da y aproximadamente 40.000
Da. En algunas realizaciones, el peso molecular del PEG &s de entre
aproximadamente 10.000 Da y aproximadamente 40.000 Da.

La estructura principal de polimero puede ser linzal o ramificada. Se
conocen en general en la técnica estructuras principales de polimero
ramificadas. Normalmente, un polimero ramificado tiene un resto de nucleo
de ramificacién central y Lma pluralidad de cadenas poliméricas linsales
unidas al nucleo de ramificacion central. Comunmente, se usa PEG en
formas ramificadas que pueden prepararse mediante la adicion de éxido de
etileno a diversos polioles, tales como glicerol, oligdmeros de glicerol,
pentaeritritol y sorbitol. El resto de ramificacidn central puede derivarse
también de varios aminoacidos, tales como lisina. EI poli(etilenglicol)
ramificado puede representarse en forma general como R(-PEG-OH)m &n la
que R se deriva de un res'to de nucleo, tal como glicerol, oligdmeros de
glicerol o pentaeritritcl, y m representa &l nimero de brazos. También
pueden usarse como estructura principal de polimzro moléculas de PEG de
multiples brazos, tales como las descritas en las patentes estadounidenses
n.% 5.0324682; 5643.575;, 5.220.400; 4.229.872; la solicitud de patente

estadounidense 2003/0143598; el documento WO 98/21439; y el documento
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WO 93/21259, cada uno dz los cuales se incorpora como raferencia al
presente documento en su totalidad.

El PEG ramificado también pusde estar en forma de un PEG en
horquilla representado mediante PEG(~YCHZz)u, en la que Y es un grupo de
unién y Z es un grupo terminal activado unido a CH mediante una cadena de
atomos de longitud definida.

Aun otra forma ramificada, el PEG colgante, ticne grupos reactivos,
tales como carboxilo, a lo largo de la estrustura principal de PEG en vez de
en el extremo de las cadenas d2 PEG.

Adzmas de= estas formas de PEG, el polimero puede prepararse
también con uniones déhiles o degradables en la estructura principal. Por
ejemplo, puede preparare PEG con uniones éster en la estructura principal
de polimero que se someten a hidrdlisis. Tal como s= muestra a
continuacién, esta hidrélisis da como resultado la escisién del polimero en
fragmentos de peso molecular inferior: -PEG-CO.-PEG-+H.O -» PEG-
CO,H+HO-PEG-

Los ewpertos habituales en la técnica entienden que el término
poli(etilenglicol) o PEG representa o incluye todas las formas conocidas en
la técnica incluyendo pero sin limitarse a las dadas a conocer en el presente
documento.

Muchos otros polimeros son también adecuados para su uso en la
presente invencion. En algunas realizaciones, son particularmente dtiles en
la invencion estructuras principales de polimero que son solubles en agua,
con desde 2 hasta aproximadament= 300 extremos terminales. Los ejemplos
de polimeros adecuados incluyen, pero no se limitan a, otros
poli(alquilenglicales), tales como pali(propilznglicol) (‘PPG"), copolimeros de
los mismos (incluyendo pero sin limitarse a copolimeros de etilenglicol y
propilenglicol), terpolimeros de los mismos, mezclas de los mismos y
similares. Aunque &l peso molecular de cada cadena de la estructura
principal de polimero pusde variar, &sta normalmente en el intervalo de
desde aproximadamentz 800 Da hasta aproximadamente 100.000 Da, a
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menudo desde aproximadamente 6.000 Da hasta aproximadamente 80.000
Da. El peso molecular de cada cadena de la estructura principal de polimero
puede ser de entre aproximadamente 100 Da y aproximadamente 100.000
Da, incluyendo pero sin limitarse a, 100.000 Da, 95.000 Da, 90.000 Da,
85.000 Da, 60.000 Da, 75.000 Da, 70.000 Da, 65.000 Da, 60.000 Da, 55.000
Da, 50.000 Da, 45.000 Da, 40.000 Da, 35.000 Da, 30.000 Da, 25.000 Da,
20.000 Da, 15.000 Da, 10.000 Da, 9.000 Da, 8.000 Da, 7.000 Da, 6.000 Da,
5.000 Da, 4.000 Da, 3.000 Da, 2.000 Da, 1.000 Da, 900 Da, 800 Da, 700 Da,
600 Da, 500 Da, 400 Da, 300 Da, 200 Da, y 100 Da. En algunas
realizaciones, el peso molecular de cada cadena de la estructura principal
de polimero es de entre aproximadamente 100 Da y aproximadamente
50.000 Da. En algunas realizaciones, &l peso molecular de cada cadena de
la estructura principal de polimero es de =ntre aproximadamente 100 Da y
aprovimadamente 40.000 Da. En algunas realizaciones, el peso molecular
de cada cadena de la estructura principal de polimero &s de entre
aproximadamente 1.000 Da y aproximadamente 40.000 Da. En algunas
realizaciones, el peso molecular de cada cadena de la estructura principal
de polimero es de entre aproximadamente 5.000 Da y aproximadamente
40.000 Da. En algunas realizaciones, <l peso molecular de cada cadena de
la estructura principal de polimero es de entre aproximadamente 10.000 Da
y aproximadamentes 40.000 Da.

Los expertos habituales en la técnica reconoceran que la lista anterior
de estructuras principales sustancialmente solubles en agua no es de& ningun
modo exhaustiva y es meramente ilustrativa, y que todos los materiales
polimaricos que tienan las cualidades descritas anteriormente se contemplan
como adecuados para su uso &n la presente invencién,

En algunas realizaciones de la presente invencién los derivados
poliméricos son “multifuncionales”, lo que significa que la estructura principal
de polimero tiene al menos dos extremos terminales, y posiblemente tantos
como aproximadamente 300 extremos terminales, funcionalizados o

activados con un grupo funcional. Los derivados poliméricoss
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multifuncionales incluyen, pero no se limitan a, polimeros lineales que tienen
dos extremos terminales, estando unido cada evtremo terminal a un grupo
funcional que puede ser igual o diferente.

En una realizacion, el derivado polimérica tizne la estructura:
X—A—POLI—B-N=N=N en la que:

N=N=N es un resto azida;

B es un resto de unidn, qus pusde estar presente o ausente;

POLI s un polimero no antigénico soluble en agua;

A es un resto de unién, que puede estar presente o ausente y que puede ser
igual que B o diferente; y

X es un segundo grupo funcional.

Los ejemplos de un resto de unién para A y B incluyen, pero no se
limitan a, un grupo alquilo funcionalizado de forma muiltiple que contiene
hasta 18, y puede contener entra 1-10 atomos de carbono. Pueda incluirse
un heterodtomo tal como nitrdgeno, oxigeno o azufre con la cadena de
alquilo. La cadena de alquilo también puede ramificars2 en un heteroatomo.
Otros gjemplos de un resto de unién para A y B incluyen, pera no se limitan
a, un grupo arilo funcionalizado de forma mtnltible, que contiene hasta 10 y
pueds2 contener 5-6 atomos de carbono. El grupo arilo puede estar sustituido
con uno o mas atomos de carbono, atomos de nitrdgeno, oxigeno o azufre.
Otros ejemplos de grupos de unién adecuados incluyen los grupos de unién
descritos &n las patentes estadounidenses n.%® 5.932.4A2; 5.643.575; y la
publicacién de solicitud de patente estadounidense 2003/0143596, cada una
de las cuales se incorpora como referencia al presente documento. Los
expertos habituales en la técnica reconoceran que la lista anterior de restos
de unidn no es de ningun mado exhaustiva y es meramente ilustrativa, y que
se contempla que todos los restos de unidn que tienen las cualidades
descritas anteriormente son adecuados para su uso en la presente
invencién.

Los ejemplos de grupos funcionales adecuados para su uso como X

incluyen, pero no se limitan a, hidroxilo, hidroxilo protegido, alcoxilo, éster
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activo, tal como ésteres de N-hidroxisuccinimidilo y ésteres de 1-
benzotriazolilo, carbonato activo, tal como carbonatos de  N-
hidroxisuccinimidilo y carbonatos de 1-benzotriazolilo, acetal, aldehido,
hidratos de aldshido, alquenilo, acrilato, metacrilato, acrilamida, sulfona
activa, amina, aminooxilo, amina protegida, hidrazida, hidrazida protegida,
tiol protegido, acidoe carboxilico, acido carbovilico protegido, isocianato,
isotiocianato, mal&imida, vinilsulfona, ditiopiridina, vinilpiridina,
yodoacetamida, epoérido, gliovales, dionas, mesilatos, tosilatos, tresilato,
alqueno, cetona y azida. Tal como entianden los expertos habituales en la
técnica, el resto X seleccionado debe ser compatible con el grupo azida, de
modo que no s2 produzca la reaccién con el grupo azida. Los derivados
poliméricos que contienen azida pusden ser homobifuncionales, lo que
significa que el segundo grupo funcional (gs decir, X) es también un resto
azida, o heterobifuncionales, lo que significa que el segundo grupo funcional
es un grupoe funcional diferente.

El término “protegido” se refiere a la presencia de un reste o grupo
protector que impide la reaccién del grupo funcional quimicamante reactivo
en ciertas condiciones de rzaccion. El grupo protector variard dependiendo
del tipo de grupo quimicamente reactivo que esta protegiéndose. Por
€jemplo, si el grupo quimicament= reactivo s una amina o una hidrazida, =l
grupo protector pusde seleccionarse del grupo de terc-hutilovicarbonilo (t-
Boe) y 9-fluorznilmetoxicarhonilo (Fmoc). Si el grupo guimicamente reactivo
€s un tiol, &l grupo protector puede ser disulfuro de ortopiridilo. Si el grupo
quimicamente reactivo &s un acido carborilico, tal como acido butanoico o
propidnico, o un grupo hidroxilo, &l grupo protector puede ser bencilo o un
grupo alquilo tal como metilo, etilo o terc-butilo. También pueden usarse en
la presente invencion otros grupos protectoras conocidos en la técnica.

Los ejemplos especificos de grupos funcionales terminales en la
bibliografia incluyen, pero no se limitan a, carbonato de N-succinimidilo
(véanse, por &jemplo, las patentas octadeuridenses n®® 5.281.698,

5.468.478), amina (véanse, por ejemplo, Buckmann of al. Makromal. Chem.
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182:1379 (1981), Zalipsky & al. Eur. Polym, J. 19:1177 (1983)), hidrazida
(véase, por ejemplo, Andresz =t al. Makromol. Chem. 179:301 (1978)),
propionato de succinimidilo y hutanocato de succinimidilo (véase, por
gjemplo, Olson ot al. en Poly(ethylene glycol) Chemistry & Biological
Applications, pags. 170-181, Harris & Zalipsky Eds., ACS, Washington, D.C,
1997 véase también la patente estadounidense n.® 5.672.662), succinato de
succinimidilo (véanse, por sjemplo, Abuchowski &f al. Cancer Biochem.
Biophys. 7:175 (1984) y Joppich et al. Makromol. Chem. 180:1381 (1979),
éster de succinimidilo (véase, por sjemplo, la patente estadounidense n.®
4.670.417), carbonato de benzotriazol (véase, por ejemplo, la patente
estadounidense n.° 5.6850.234), glicidil &ter (véanse, por gjemplo, Pitha &t al.
Eur. J Biochem. 94:11 (1679), Elling &t al., Bictech. Appl. Biochem. 13:354
(1691), oxicarbonilimidazal (véanse, por ejemplo, Beauchamp, &t al., Anal.
Biochem. 131:25 (1983), Tondelli &t al. J. Controlled Release 1:251 (1985)),
carbonato de p-nitrofenilo (véanse, por ejemplo, Veronese, et al, Appl.
Biochem. Biotech., 11: 141 (1985); y Sartore &f al., Appl. Biochem. Biotech.,
27:45 (1991)), aldehido (véanse, por gjemplo, Harris &t al. J. Polym. Sci.
Chem. Ed. 22:341 (1984), patente estadounidense n.” 5.824.784, patente
estadounidense n.? 5.252.714), maleimida (véanse, por ejemplo, Goodson &t
al. Biotechnology (NY) 8:343 (1960), Romani =f al. en Chemistry of Peptides
and Proteins 2:29 (1934)), y Kogan, Synthetic Comm. 22:2417 (1992)),
disulfuro d= ortopiridilo (véase, por gjemplo, Woghiren, &t al. Bioconj. Chem.
4:314(1993)), acrilol (véase, por ejemplo, Sawhney «&f al., Macromolecules,
26:581 (1993)), vinilsulfona (vvéase, por ejemplo, la patente estadounidense
n.° 5.900.461). Todas las patentes y referencias anteriores se incorporan al
presente documento como referencia.

En ciertas realizaciones de la presente invencién, los derivados
poliméricos de la invencién comprenden una estructura principal de polimero
que tiene la estructura:

X-CH:CH:0-(CH:CH:z0)-CHzCH:-N=N=N en la que:

N
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X &s un grupo funcional tal como se descrihid anteriormente; y n es de
aproximadamente 20 a aproximadamente 4000.

En otra realizacién, los derivados poliméricos de la invencién
comprenden una =structura principal de polimero que tiens la estructura:
X-CH:CH:0Q-(CH:CH:0)-CH:CH~-0O-({CH:)-W-N=N=N en la que:

W es un resto ligador alifatico o aromatico que comprende entre 1-10
atomos de carbono; n es de aproximadamente 20 a aproximadamente 4000,
y

X &s un grupo funcional tal como se describié anteriormente, m &s entre 1y
10.

Los derivados de PEG que contienen azida de la invenciéon pueden
prepararse madiante una variedad de métodos conocidos en la técnica y/o
dados a conccer =n el presente documento. En un método, mostrado a
continuacién, una estructura principal de polimero soluble en agua que tiene
un peso molzcular promedio de dssde aproximadamente 800 Da hasta
aproximadamente 100.000 Da, teniando la estructura principal de polimero
un primer extremo terminal unido a un primer grupo funcional y un segundo
extremo terminal unido a un grupo saliente adecuado, se hace reaccionar
con un anion azida (que puede estar apareado con cualquiera de varios
contraiones adecuados, incluyendo sodio, potasio, terc-butilamonio,
etcétera). El grupo saliente exparimenta un desplazamiento nucledfilo y se
sustituye por el resto azida, proporcionando el polimero de PEG que
contiene azida deseado.

X-PEG-L + N3- -»X-PEG-N3

Tal como se muestra, una estructura principal de polimero adecuada
para su uso en la present2 invencién tiene la formula X-PEG-L, en la que
PEG =s poli(etilenglicol) y X es un grupo funcional que no reacciona con
grupos azida y L es un grupo saliznte adecuado. Los ejemplos de grupos
funcionales adecuados incluyen, pero no se limitan a, hidroxilo, hidroxilo
protegido, acetal, alquenilo, amina, aminonxilo, amina protegida, hidrazida

protegida, tiol protegide, &cido carboxilico, acido carboxilico protegido,
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maleimida, ditiopiridina y vinilpiridina, y cetona. Los =jemplos de grupos
salientes adecuados incluyen, pero no se limitan a, cloruro, bromuro, yoduro,
mesilato, tresilato y tosilato. '

En otro método para la preparacion de los derivados poliméricos que
contienen azida de la presente invencién, se pone en contacto un agente de
unién que lleva una funcionalidad azida con una estructura de polimero
soluble en agua que tiene un peso molecular promedio de desde
aproximadamente 800 Da hasta aproximadaments 100.000 Da, en el que el
agente dg unién lleva una funcionalidad quimica que reaccionara
selectivamente con una funcionalidad quimica en el polimero de PEG, para
formar un produsto de derivado polimérico que contiene azida en el que la
azida estad separada de la estructura principal de polimero por un grupo de
union.

Se muestra a continuacién un esquema de reaccién a modo de
ejemplo:

X-PEG-M + N-ligador-N=N=N — PG-X-PEG-ligador-N=N=N en el que:

PEG es poli(etilenglicol) y X es un grupo de ocupacion de extremos tal scomo
alcoxilo o un grupo funcional tal como se describié anteriormente; y

M es un grupo funcional que no es reactivo con la funcionalidad azida pero
que reaccionara eficaz y selectivamente con el grupo funcional N.

Los ejemplos de grupos funcionales adecuados incluysn, pero no se
limitan a, M que &s un acido carboxilico, carbonato o éster activo si N &s una
amina; M que es una cetona si N es un resto hidrazida o aminooxilo; M que
€s un grupon saliente si N es un nucleéfilo.

La purificacion del producto bruto puede lograrse mediante métodos
conocidos incluyenda, pero sin limitarse a, precipitacion del producto
seguido por cromatografia, si es necesario.

Se muestra a contfnuacién un gjemplo mas especifico en 2l caso de
PEG-diamina, &n la que una de las aminas se protege mediante un resto de
grupo protector tal como terc-butil-Boc y la PEG-diamina monoprotegida
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resultante se hace reaccionar con un resto de unidn que lleva la
funcionalidad azida:
BocHN-PEG-NH; + HOz2C-(CHz)3-N=N=N

En estz caso, €l grupo amina puede acoplarse al grupo acido
carboxilico usande una variedad de agentes de activacion tales como
cloruro d= tionilo o reactivos de carbodiimida y N-hidrovisuccinimida o N-
hidroxibbenzotriazol para crear un enlace amida entre el derivado de
monoamina-PEG y el resto ligador que lleva azida. Tras la formacién
satisfactoria del enlace amida, el derivado que contiene azida protegido con
N-terc-butil-Boc resultante puedz usarse directamente para modificar
moléculas bioactivas o puede &laborarse adicionalmente para instalar otros
grupos funcionales utiles. Por ejemplo, =l grupo N-t-Boc puede hidrolizarse
mediantz tratamiento con acido fuerte para gen=rar una omega-amino-PEG-
azida. La amina resultant= puede usarse como asidero sintético para instalar
otra funcionalidad util tal como grupos maleimida, disulfuros activados,
ésteres  activados, etcétera, para la creacion de  reactivos
heterobifuncionales valiosos.

Son particularmente Utiles los derivados heterobifuncionales cuando
se desea unir diferentes moléculas a cada extremo terminal del polimero.
Por ejemplo, el omega-N-amino-N-azido-PEG permitiria la union de una
molé&cula que tiene un grupo electréfilo activado, tal como un aldehido, una
cetona, un éster activado, un carbonate activado, etcétera, a un extremo
terminal del PEG y una molécula que tiene un grupo acetileno al otro
extremo terminal del PEG.

En ofra realizacién de la invencién, el derivado polimérico tiene la
estructura:

X—A—POLI—B—C=C-R en la que:

R pueds ser o bien H o bien un grupo alquilo, alqueno, alquiloxilo, o arilo o
arilo sustituido;

B es un resto de unién, que puede estar prasente o ausente;

POLI es un polimero no antigénico soluble en agua;

a¥



10

15

(Y]
<

25

30

265

A es un resto de= union, que puede estar presente o ausente y que puede ser
igual que B o diferente; y
X es un segundo grupo funcional.

Los ejemplos de un resto de unién para A y B incluyen, pero no se
limitan a, un “grupo alquilo funcionalizado” de forma muiltiple que contiene
hasta 18, y puede contener entre 1-10 atomos de carbono. Puede incluirse
con la cadena de alquilo un heteroatomo tal como nitrégeno, oxigeno o
azufre. La cadena de alquilo también pueds estar ramificada en un
hetzroatomo. Otros gjemplos de un resto de unidn para A y B incluyen, pero
no se limitan a, un grupo arilo funcionalizado de forma multiple, que contiene
hasta 10 y puede contensr 5-6 atomos de carbono. El grupo arilo puede
estar sustituide con uno o mas atomos de carbono, atomos de nitrégeno,
oxigeno o azufre. Otros ejemplos de grupos de unidén adecuados incluyen
los grupos de unién descritos en las patentes estadounidenses n.%
5.932.4562 y 5643575 y la publicacidn de solicitud de patente
estadounidense 2003/0143596, cada una de las cuales se incorpora como
referencia al presente documento. Los expertos hakituales en la técnica
reconoceran que la lista anterior de restos de unién no &s de ningiin modo
exhaustiva y pretende ser meramente ilustrativa, y que s& contempla que
una amplia variedad de restos de unién que tienen las cualidades descritas
anteriormente son Utiles en la presente invencién.

Los ejemplos de grupos funcionales adecuados para su uso como X
incluyen hidroxilo, hidroxilo protegido, alcoxilo, éstar activo, tal como ésteres
de N-hidroxisuccinimidilo y ésteres de 1-benzotriazolilo, carbonato activo, tal
como carbonatos de  N-hidroxisuccinimidilo y wcarbonatos de 1-
benzotriazolile, acetal, aldehido, hidratos de aldehido, alquenilo, acrilato,
metacrilato, acrilamida, sulfona activa, amina, aminooxilo, amina protegida,
hidrazida, hidrazida protegida, tiol protegido, acido carboxilico, acido
carboxilico protegido, isocianato, isotiocianate, maleimida, vinilsulfona,
ditiopiridina,  vinilpiridina, yodoacetamida, epdxido, glioxales, dionas,

mesilatos, tosilatos y tresilato, alqueno, cetona y acetileno. Tal como se
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entenderia, el resto X seleccionado dehe ser compatible con &l grupo
acetileno de modo que no se produzca reaccién con el grupo acetileno. Los
derivados  poliméricos que  contienen  acetileno  pueden  ser
homobifuncionales, lo que significa que &l segundo grupo funcional (gs decir,
X) es también un resto acetileno, o heterobifuncionales, lo que significa que
el segundo grupo funcional es un grupe funcional diferente.

En otra realizacion de la presente invencion, los derivados poliméricos
comprenden una &structura principal de polimero que tiens la estructura: X-
CHzCH:O-(CH:CH:O)n-CH:CH:-O-(CH:)m-CECH enla que.

X es un grupo funcionalytal como se descrihid anteriormente;

n es de aproximadamente 20 a aproximadamente 4000; y

m es de entre 1y 10.

Se muestran a continuacion ejemplos especificos de los polimeros de
PEG heterobifuncionales.

Los derivados de PEG que contienen acetileno de la invencion
pueden prepararse usando métoados conocidos por los expertos habituales
en la técnica y/o dados a conocer en el presente documento. En un métoda,
una estructura principal de polimero soluble en agua que tiene un peso
molzcular promedio de desde aproximadamente 800 Da hasta
aproximadamente 100.000 Da, teniendo la estructura principal de polimero
un primer extremo terminal unido a un primer grupo funcional y un segundo
extremo terminal unido a un grupo nucleéfilo adecuado, se hace reaccionar
con un compuesto que lleva tanto una funcionalidad acetileno como un
grupo saliente que es adecuado para la reaccion con &l grupo nucleéfilo en
el PEG. Cuando el polimero de PEG que lieva el resto nucledfilo y la
molécula que lleva el grupo saliente se combinan, el grupo saliente
gxperimenta un desplazamiento nucledfilo y se sustituye por &l resto
nucledfilo, proporcionando el polimero que contiene acetileno des=ado.
X-PEG-Nu + L-A-C -> X-PEG-Nu- A-C=CR’
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Tal como se mueétra, una estructura principal de polimero preferida
para su uso en la reaccidn tiene la formula X-PEG-Nu, en la que PEG es
poli(etilenglicol), Nu es un resto nucledfilo y X es un grupo funcional que no
reacciona con Nu, L o la funcionalidad acstileno.

Los #jemplos de Nu incluyen, pero no se limitan a, grupos amina,
alcoxilo, ariloxilo, sulfhidrilo, imino, carboxilato, hidrazida, aminoxilo que
reaccionarian principalmente por medio de un mecanismo de tipo SN2. Los
ejamplos adicionales de grupos Nu incluyen aquellos grupos funcionales que
reaccionarian principalmente por medio de una reaccidon de adicion
nucledfila. Los ejemplos de grupos L incluyen cloruro, bromuro, yoduro,
mesilato, tresilato y tosilato y otros grupas que se espera que experimentzn
desplazamiento nucledfilo asi como cetonas, aldehidos, tioésteres, olefinas,
grupos carbonilo alfa-beta insaturados, carbonatos y otros grupos
electréfilos que se espera que experimenten adicion mediante nucledfilos.

En otra realizacién de la presente invencién, A es un ligador alifatico
de entre 1-10 atomos de carbono o un anillo arilo sustituido de entre 6-14
atomos de carbono. X es un grupo funcional que no reacciona con grupos
azida y L es un grupo saliente adecuado.

En otro método para la preparacién de los derivados de polimero que
contienen acetileno de la invencién, un polimero de PEG que tiene un peso
molecular promedio de desde aproximadamente 800 Da hasta
aproximadamente 100.000 Da, gue lleva o bien un grupo funcional protegido
o bien un agente de ocupacion de extremos en un extremo terminal y un
grupo saliente adecuado en el otro extramo terminal, se pone en contacto
con un anidn acetileno.

Se muestra a continuacién un esquema de reaccidén a modo de
ejemplo:

X-PEG-L + -C=CR’ -> X-PEG-C=CR’ en ¢l que:
PEG es poli(etilenglicol) y X es un grupo de ocupacién de extremos tal como
alzoxilo o un grupo funcional tal como sz describié anteriormente; y
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R’ 2s o bien H, un grupo alquilo, alcoxilo, arilo o ariloxilo o hien un grupo
alquilo, alcoxilo, arilo o ariloxilo sustituido.

En el ejemplo anterior, el grupo saliente L debe ser suficientemente
reactiva como para expérimentar desplazamiento de tipo SN2 cuando se
pone &n contacto con una concentracién suficiente d=l anion acetileno. Los
experios habituales en la técnica conocen las condiciones de reaccion
requeridas para lograr el desplazamiento SN2 de grupos salientes mediante
aniones acetileno.

La purificacién del producto bruto puede lograrse habitualmente
mediante métodos conocidos en la técnica incluyando, pero sin limitarse a,
precipitacién del producto seguido por cromatagrafia, si es necesario.

Pueden unirse polimeros solubles en agua a los polipéptidos bG-CSF
de la invencién. Los polimeros solubles en agua pueden unirse por madio de
un aminoacido no codificado de manera natural incorporado en el
polipéptido bG-CSF o cualquier grupo funcional o sustituyente de un
aminoacido no codificado de manera natural o codificado d& manera natural,
o cualquier grupo funcional o sustituyente afadido a un aminoacido no
codificado de manera natural o codificado de manera natural.
Alternativamente, los polimeros solubles en agua se unen a un polipéptido
bG-CSF incorporando un aminoacido no codificado de manera natural por
medio de un amincacido que se produce de manera natural (incluyendo pero
sin limitarse a, cisteina, lisina o &l grupo amina del residuo N-tsrminal). En
algunos casos, los polipéptidos bG-CSF de la invencién comprenden 1, 2, 3,
4,5 6, 7,8 9, 10 amincacidos no naturales, en los que uno o mas
aminoacido(s) no codificado(s) de manera natural se une(n) a polimero(s)
soluble(s) en agua (incluyendo pero sin limitarse a, PEG y/u oligosacaridos).
En algunos casos, los polipéptidos bG-CSF de la invencién comprenden
ademas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas aminoacido(s) codificado(s) de
manera natural unido(s) a polimeros solubles en agua. En algunos casos,
los polipéptidos bG-CSF de la invencidn comprenden uno o mas
aminoacido(s) codificados de manera no natural unidos a polimeros solubles
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en agua y uno o mas amincacidos que se producen de manera natural
unidos a polimeros solubles en agua. En algunas realizaciones, los
polimeros solubles en agua usados en la presente invencidn potencian la
semivida en suero del polipéptido hG-CSF en relacién con la forma no
conjugada.

El numero de polimeros solubles &n agua unidos a un polipéptido bG-
CSF (es decir, el grade de pegilacién o glicosilacién) de la presente
invencién puede ajustarse para proporcionar una caracteristica
farmacodinamica, farmacosinética o farmacolégica alterada (incluyendo pero
sin limitarse a, aumentada o disminuida) tal como semivida in vivo. En
algunas realizaciones, la semivida de bG-CSF aumenta al menos
aproximadamente el 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, €0, 920 por ciento, 2 veces, 5
veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 11 veces, 12 vecas, 13
vaces, 14 veces, 15 veces, 16 veces, 17 veces, 18 veces, 19 veces, 20
veces, 25 veces, 30 veces, 35 veces, 40 veces, 50 veces o al menos

aproximadamente 100 veces con respecto a un polipéptido no modificado.

Derivados de PEG que contienen un grupo nucledfilo fuerte (es decir,
hidrazida, hidrazina, hidroxilamina o semicarbazida)

En una realizacion de la presente invencion, un polipéptido bG-CSF
que comprende un aminoacido no codificado de manera natural que
contiene carbonilo se modifica con un derivado de PEG que contiene un
resto hidrazina, hidroxilanmina, hidrazida o semicarbazida terminal que se
une directamente a la estructura principal de PEG.

En algunas realizaciones, el derivado de PEG hidroxilamina terminal
tendra la estructura: |
RO-(CH;CH:0)-O-(CH;)-O-NH;
en la que R es un alquilo éencillo (metilo, etilo, propilo, etc.), mes 2-10 y n
es 100-1.000 (es decir, el peso molecular promedio s de entre 5-40 kDa).

En algunas realizaciones, el derivado de PEG que contiene hidrazina

o hidrazida tendra la estructura:

7
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RO-(CHzCH:0);-0-(CHz)m-X-NH-NH2

en la que R es un alquilo sencillo (metilo, etilo, propilo, etc.), mes 2-10 y n
es 100-1.000 y X &s opcionalmente un grupo carbonilo (C=0) que2 puede
estar presente ¢ ausenta,

En algunas realizacionas, el derivado de FEG que conticne
semicarbazida tendra la estructura:
RO-(CH2CH:0),-O-(CH;)m-NH-C(O)-NH-NH;
en la que R &s un alquilo sencillo (metilo, etilo, propilo, =tc.), m es 2-10 y n
es 100-1.000.

En otra realizacion de la invencién, se modifica un polipéptido bG-
CSF que comprende un aminoacido que contiene carbonilo con un derivado
de PEG que contiene un resto hidroxilamina, hidrazida, hidrazina o
semicarbazida terminal que se une a la estructura principal de PEG por
medio de un enlace amida.

En algunas realizaciones, los derivades de PEG hidroxilamina-
terminal tienen la estructura:
RO-(CHzCH:0)p-0-(CH:)2-NH-C(O){(CH:)m-O-NH-
en la qua R &s un alquilo sencillo (metilo, etilo, propilo, etc.), mes 2-10y n
es 100-1.000 (es decir, el peso molecular promedio es de entre 5-40 kDa).

En algunas realizaciones, los derivados de PEG que contienen
hidrazina o hidrazida tienen la estructura:
RO-(CH2CH20),-0-(CH:):-NH-C(O){CH:)m-X-NH-NH:
en la que R &s un alquilo sencillo (metilo, etilo, propilo, etc.), m =s 2-10, n es
100-1.000 y X es opcionalmente un grupo carbonilo (C=0) que puede estar
presente o ausente.

En algunas realizaciones, los derivados de2 PEG que contienen
semicarbazida tienen la estructura:
RO-(CH-CH:0);-0O-(CH:):-NH-C(O)(CH:)n-NH-C(O)-NH-NH2
en la que R es un alquilo sencillo (metilo, etilo, propilo, etc.), mes 2-10 y n
es 100-1.000.

220
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En otra realizacién de la invencién, un polipéptido bG-CSF que
comprends un aminoacido que contiene carbonilo se meadifica con un
derivado de PEG ramificado que contizne un resto hidrazina, hidroxilamina,
hidrazida o semicarbazida terminal, teniendo cada cadena del PEG
ramificado un PM que oscila desde 10-40 kDa y, puede ser de desde 5-20
kDa. |

En otra realizacién de la invencién, un polipéptido bG-CSF que
comprende un aminoacido no codificado de manera natural s= modifica con
un derivado de PEG que tien2 una estructura ramificada. Por ejemplo, 2n
algunas realizacionzs, el derivado de PEG hidrazina o hidrazida-terminal
tendra la siguiente estructura:
[RO-(CH:CH:Q)-O-(CH:)2-NH-C(0)]:CH(CH:)-X-NH-NH-
en la que R es un alquilo sencillo (metilo, etilo, propilo, etc.), mes 2-10y n
es 100-1.000, y X es opcionalmente un grupe carbonilo (C=0) que pusde
gstar presents 0 ausente.

En algunas realizaciones, los derivados de PEG que contienen un
grupo semicarbazida tendran la estructura:
[RO-(CH:CH:0)n-0-(CH:)>-C(0)-NH-CHz-CH:]-:CH-X-(CH:)m-NH-C(O)-NH-
NH;
en la que R es un alquilo sencillo (metilo, etilo, propilo, etc.), X es
opcionalmente NH, O, S, C(O) o no esta presente, m es 2-10 y n es 100-
1.000.

En algunas realizaciones, los derivados de PEG que contienen un
grupo hidroxilamina tendran la estructura:
[RO-(CH:CH:0}),-Q-(CH3)z-C(0)-NH-CH:-CH:]:CH-X-(CH:}-O-NH:
en la que R es un alquilo sencillo (metilo, etilo, propilo, ete), X es
opcionalmente NH, O, S, C(Q) o no esta present2, m es 2-10 y n es 100-
1.000. v

El grado y los sitios en los que el/los polimero(s) soluble(s) en agua
se unz(n) al polipéptido bG-CSF pued=n modular la unidén del polipéptido

hG-CSF a un receptor. En'algunas rzalizaciones, los enlaces se disponen de

Al
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manera que el polipéptido bG-CSF se une al receptor con una Ky de
aproximadamente 400 nM o inferior, con una Ky de 150 nM o inferior, y €n
algunos casos con una Kq de 100 nM o inferior, tal como se mide en un
ensayo de unién en equilibrio, tal coma el descrito en Spencer &f al, J. Biol.
Chem., 263:7862-7867 (1988).

Los métodos y la quimica para la activacién de polimeros asi como
para la conjugacién de péptidos se describen &n la bibliografia y se conocen
en la técnica. Los métodos usados comunmente para la activacion de
polimeros incluyen, pero no se limitan a, activacién de grupos funcionales
con bromuro de cianégeno, peryodato, glutaraldehido, biepéxidos,
epiclorhidrina,  divinilsulfona,  carbodiimida, haluros  de  sulfonilo,
triclorotriazina, etc. {véanse, R. F. Tailor, (1991), PROTEIN
IMMOBILISATION. FUNDAMENTAL AND APPLICATIONS, Marcel Dekker,
N.Y.; S. S. Wong, (1992), CHEMISTRY OF PRQTEIN CONJUGATION AND
CROSSLINKING, CRC Press, Boca Raton; G. T. Hermanson &t al, (1993),
IMMOBILIZED AFFINITY LIGAND TECHNIQUES, Academic Press, N. Y;
Dunn, R.L., et al, Eds. POLIMERIC DRUGS AND DRUG DELIVERY
SYSTEMS, ACS Symposium Series vol. 469, American Chemical Society,
Washington, D. C. 1991).

Estan disponibles varias revisiones y monografias sobre la
funcionalizacién y conjugacion de PEG. Véanse, por gjemplo, Harris,
Macromol. Chem. Phys. C25: 325-372 (1985); Scouten, Methods in
Enzymology 135: 30-65 (1987); Wong et al., Enzyme Microb. Technol. 14:
866-874 (1992); Delgado &t al, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier
Systems & 246-304 (1992); Zalipsky, Bioconjugate Chem. &; 150-165
(1995).

También pueden encontrarse métodos para la activacion de
polimeros en el documento WO @4/17039, patente estadounidense n.?
5.324.844, documento WO 64/18247, documento WO 94/04193, patente
gstadounidense n.® 5216.584, patente estadounidense n.® 5.122.614,
documento WO &0/13540, patente estadounidense n® 5.281.698 vy

A
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documento WO 93/15139, y para la conjugacién entre polimeros activados y
enzimas incluyendo pero sin limitarse a factor de coagulacidn VIl
(documento WO 94/15625), hemaglobina (documento WO 94/09027),
molécula portadora de oxigeno (patente estadounidense n.® 4.412.989),
ribonucleasa y superéxido dismutasa (Veronese &f al., App. Biochem.
Biotech. 11: 141-52 (1985)). Todas las referancias y patentes citadas se
incorporan como referancia al presente documento.

La pegilacién (es decir, la adiciéon de cualquier polimero soluble &n
agua) de polipéptidos bG-CSF que contienen un aminoacido no codificado
d= manera natural, tal como /;-azido-L-fenilalanina, se lleva a cabo mediante
cualquier método conveniente. Por gjemplo, &l polipéptide hG-CSF se pegila
con un derivado de mPEG terminado en alquino. En resumen, se aifade un
exceso de mPEG(5000)-O-CH,-C=CH solido, con agitacién, a una disolucion
acuosa de polipéptido bG-CSF que contiene p-azido-L-Phe a temperatura
ambiente. Normalmente, la disolucién acuosa se tampona con un tampén
que tiene un pK; cercano al pH al que va a llevarse a cabo la reaccién (en
general, aprovimadamente pH 4-10). Los gjemplos de tampones adecuados
para la pegilacion a pH 7,5, por ejemplo, incluyen, pero no se limitan a,
HEPES, fosfato, borato, TRIS-HCI, EPPS y TES. El pH s& monitoriza y
ajusta de manera continua si es necesario. Normalmente, se dgja que la
reaccion continGie durante entre aproximadamente 1-48 horas.

Los productos de reaccion se someten posteriormente a
cromatografia de interaccion hidréfoba para separar las variantes de
polipéptido bG-CSF pegiladas de mPEG(5000)-O-CH.-C=CH libre y
cualquier complejo de alto peso molecular del polipéptido bG-CSF pegilado
que pueda formarse cuando se activa PEG no bloqueado en ambos
ertremos de la molécula, reticulando de ese mode moléculas variantes de
polipéptido bG-CSF. Las condiciones durante la cromatografia de
interacciéon hidréfoba son tales que mPEG(5000)-O-CHa-C=CH libre fluye a
través de la columina, mientras que cualquier complejo variante de

polipéptido bG-CSF pegilado reticulado se eluye tras las formas deseadas,
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que contienan una molécula variante de polipéptide bG-CSF conjugada con
uno o mas grupos PEG. Las condiciones adecuadas varian dependiendo de
los tamanios relativos de los complejos reticulados frente a los conjugados
deseados y los expertos habitual2s en la técnica las determinan facilmente.
El esluyente que contiene los conjugados deseados se concentra mediante
ultrafiltracion y se desala mediante diafiltracion.

Si es necesario, el polipéptido bG-CSF pegilado obtenido a partir de
la cromatografia hidréfoba puede purificarse adicionalmente mediante uno o
mas procedimientos que conocen los expertos habituales en la técnica
incluyendo, pero sin limitarse a, cromatografia de afinidad; cromatografia de
intercambio aniénico o catiénica (usande, incluyendo pero sin limitarse a,
DEAE SEPHAROSE); cromatografia scbre silice; HPLC de fase inversa;
filtracion en gel (usando, incluyendo pero sin limitarse a, SEPHADEX G-75);
cromatografia de interaccidon hidréfoba;, cromatografia de 2xclusion
molecular, cromatografia de quelatos metdlicos; ultrafiltracién/diafiltracion;
precipitacion con etanol; precipitacion con sulfato de amonio;
cromatoenfoque; cromatografia de desplazamiento;  procedimientos
electroforéticos  (incluyendo pero sin limitarse a isoelectroenfoque
preparativo), solubilidad diferencial (incluyendo pero  sin  limitarse
precipitacion con sulfato de amonio) o extraccidon. El peso molecular
aparente puede estimarse por GPC mediante comparacion con patrones de
proteina globular (Prenzta, AZ =n PROTEIN PURIFICATION METHODS, A
PRACTICAL APPROACH (Harris & Angal, Eds.) IRL Press 1989, 293-308).
La pureza del conjugado bG-CSF-PEG puede evaluarse mediante
degradacién proteolitica (incluyendo pzro sin limitarse a, escisidon con
tripsina) seguido por andlisis de espectrometria de masas. Pepinsky RB., et
al, J. Pharmeol. & Exp. Ther. 267(3); 1059-38 (2001).

Un polimero soluble en agua unido a un aminoacido de un polipéptido
bG-CSF d= la invencién puede derivatizarse o sustituirse adicionalments sin
limitacion.
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Derivados de PEG que contienen azida

En ofra realizacidon de la invencion, un polipéptido bG-CSF se
modifica con un derivado de PEG qus contiene un resto azida que
reaccionarad con un resto aljquino presente en la cadena lateral del
aminoacido no cedificado de manera natural. En general, los derivades de
PEG tendran un peso molecular promedio que oscila desde 1-100 kDa y, en
algunas realizaciones, desde 10-40 kDa.

En algunas rzalizaciones, el derivado de PEG azida-terminal tendra la
estructura:

RO-(CH:CH:0)n-O-(CH2)m-N3
en la que R es un alquilo sencillo (metilo, etilo, propilo, etc.), mes 2-10y n
es 100-1.000 (es decir, el peso molecular promedio es de entre 5-40 KDa).

En ofra realizacion, &l derivado de PEG azida-terminal tendra la
estructura:

RO-(CH;CH:0)-O-(CHz)m-NH-C(O)-(CH2)p-N3

en la que R es un alquilo sencillo (metilo, etilo, propilo, &tc.), m es 2-10, p es
2-10 y n &s 100-1.000 (es decir, el peso molecular promedio &s de entre 5-
40 kDa).

En ofra realizacion de la invencidon, un polipéptido bG-CSF que
comprende un aminoacido que contiene alquino se modifica con un derivado
de PEG ramificado que contiene un resto azida terminal, teniendo cada
cadena del PEG ramificado un PM que oscila desde 10-40 kDa y puede ser
de desde 5-20 kDa. Por ejemplo, en algunas realizacionzs, &l darivado de
PEG azida-terminal tendra la siguiente estructura:
[RO-(CH:CH:0)n-O-(CHz)2-NH-C(O)]:CH(CH:)m-X-(CH:z)pN3
en la que R es un alquilo sencillo (metilo, etilo, propilo, &tc.), m es 2-10, p es
2-10, y n es 100-1.000, y X es opcionalmentz un O, N, S o grupo carbonilo
(C=0), que en cada caso que puede estar presente o ausente.

Derivados de PEG que contienen alquino
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En otra realizacion de la invencién, un polipéptido bG-CSF se
modifica con un derivado de PEG que contiene un resto aljquino que
reaccionara con un resto azida presente en la cadena lateral del aminoacido
no codificado de manera natural.

En algunas realizaciones, el derivado de PEG alquino-terminal tandra
la siguiente estructura:

RO-(CHQCHQO)nO-(CHz)m-CECH
en la que R &s un alquilo sencillo (metilo, tilo, propilo, etc.), mes 2-10 y n
es 100-1.000 (es decir, el peso molecular promedio es de entre 5-40 kDa).

En otra realizacién de la invencién, un polipéptido hG-CSF que
comprende un aminoacido no codificado de manera natural que contiene
alguino se modifica con un derivado de PEG que contigne un resto alquino
terminal o azida terminal que se une a la estructura principal de PEG por
medio de un enlace amida.

En algunas realizaciones, el derivado de PEG alquino-terminal tendra
la siguiente estructura:

RQ-(CH2CH0);-O-(CHa)m-NH-C(O)-(CH2),-C=CH
en la que R es un alquilo sencillo (metilo, etilo, propilo, &tc.), m es 2-10, p es
2-10 y n es 100-1.000.

En otra realizacién de la invencion, un polipéptido hG-CSF que
comprende un aminodcido que contiens azida se modifica con un derivado
de PEG ramificado que contiene un resto alquino terminal, teniendo cada
cadena del PEG ramificado un PM que oscila desde 10-40 kDa y puzde ser
de desde 5-20 kDa. Por gjemplo, en algunas realizaciones, el derivado de
PEG alquino-terminal tendra la siguiente estructura:
(RO-(CH:CH:0),-0-(CH;):-NH-C(0})):CH(CHz)m-X-(CHz)-C=CH
en la que R s un alquilo sencillo (metilo, etilo, propilo, etc.), m &s 2-10, p es
2-10, y n es 100-1.000, y X es opcionalmente un O, N, S o grupo carhonilo
(C=0), 0 no esta presente.

Derivados de PEG que contienen fosfina
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En otra realizacién de la invencién, un polipéptido bG-CSF se
modifica con un derivade da PEG que contiene un grupo funcional
(incluyendo pero sin limitarse a, éster, carbonato) que comprende ademas
un grupe arilfosfina que reaccionara con un resto azida presente en la
cadena lateral del aminoéacido no codificado de manera natural. En general,
los derivados de PEG tendran un pesoc molecular promedio que oscila desde
1-100 kDa vy, &n algunas rzalizacionas, desde 10-40 kDa.

En algunas realizaciones, €l derivado de PEG tendré la estructura:

S X
PhyP(H,C)y” Y w
0

en la que n es 1-10; X pueds= ser O, N, S o no esta presente, Ph es
fenilo, y W es un polimero soluble =n agua.

En algunas realizaciones, el derivado de PEG tendra la estructura:

O X
\ \W
£ Y
PPh,

en la que X puede ser O, N, S 0 no esta presente, Ph es fenilo,v W es
un polimero soluble en aQua y R puede ser H, grupos alquilo, arilo, alquilo
sustituido y arilo sustituido. Los grupos R a modo de ejemplo incluyen pero
no se limitan a -CH;, -C(CH3);, -OR’, -NR'R”, -SR’, -haldgeno, -C(O)R’, -
CONR'R”, -S(0):R’, -S(0):NR'R”, -CN y -NO.. R’, R", R” y R™ se refieren
cada uno independientemente a hidrogeno, heteroalquilo sustituido o no
sustituido, arilo sustituido o no sustituido, incluyendo pero sin limitarse a,
arilo sustituido con 1-3 haldégenos, grupos alquilo, alcoxilo o tioalcoxilo
sustituidos o no sustituidos, o grupos arilalquilo. Cuando un compuesto de la
invencién incluye mas de un grupo R, por ejemplo, cada uno de los grupos R
s selecciona independientemente tal como cada grupo R, R", R” y R"

cuando esta presente mas de uno de estos grupos. Cuando R’ y R” se unan
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al mismo atomo de nitrégeno, pueden combinarse son &l atomo de nitrégeno
para formar un anillo de 5, 6 6 7 miembros. Por gjemplo, -NR'R” pratende
incluir, pero sin limitarse a, 1-pirrolidinilo y 4-morfolinilo. A partir de la
discusién anterior de sustituyentes, un experto en la técnica entendera que
el término “alquilo” pretends incluir grupos que incluyen atomos de carbono
unidos a grupos distintos de grupos hidrégeno, tales como haloalquilo
(incluyendo pero sin limitarse a, -CF; y - CH>CF3;) y acilo (incluyendo pero
sin limitarse a, -C(O)CHa, -C(O)CF;, -C(O)CH2OCHj3 y similares).

Otros derivados de PEG y técnicas de pegilacion general

Otras moléculas de PEG a modo d& ejeamplo que pueden unirse a
polipéptidos bG-CSF, asi como métodos de pegilacion incluyen, paro no se
limitan a, los descritos en, por ejemplo, las publicaciones de patente
estadounidense  n.°®  2004/0001338; 2002/0052009; 2003/0162949;
2004/0013637,; 2003/0228274; 2003/0220447; 2003/0158333,
2003/0143596, 2002/0114847; 2003/0105275; 2003/0105224;
2003/0023023; 2002/0156047; 2002/0099123; 2002/0085939;
2002/0082345, 2002/0072573, 2002/0052430; 2002/0040076;
2002/003794%; 2002/0002250; 2001/0056171; 2001/00445245,
2001/0021763; las patentes estadounidenses n.”® 6.546.110; 5.824.778;
5476.653;, 5219.564; 5.A20.384; 5736625, 4902502, 5.281.698;
5122.614;, 5472.034; 5516673, 5322657, 6552167, 6.610.281,
6.515.100; £.461.603, 6.438.384; A.214.9683; 5.990.237;, 5.900.461;
R.739.208;, 5672.662; 5446.090; 5.808.095; AK.612.4A0, 5.324.844,
5252.714; 5.420.339; 6.201.072;, A.451.245; 3.303.821; 56.559.213;
5.747.684%; 5834594, 5.849.830; 5.980.948; 6.004573, 6.129.912,
documento 97/32607, documento EP 229.108, documento EP 402.378,
documento WO 92/16555, documento WO 94/04193, documento WO
94/1475€, documento WO §4/17039, documento WO 94/18247, documento
WO 94/28024, documento WO 95/00162, documento WQC  95/11924,
documento W095/13090, documento WO 95/33490, documento WO
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9&/00080, documento WO 97/18832, documenta WO 98/41552, documento
WQ ¢8/43837, documento WO 99/32134, documento WO 99/32139,
documento WO 99/32140, documento WO 96/40791, documento WO
98/32466, documento WO 95/08058, documento EP 439 508, documento
WO 67/03108, documente WO 93/21439, documento WO 95/13312,
documento EP 921 131, documento WO ©8/053R83, documento EP 809 996,
documento WQ @6/41813, documento WO 96/07670, documento EP 608
9623, documento EP 510 2356, documento EP 400 472, documento EP 183
503 y documento EP 154 316, que se incorporan como referencia al
presente documents. Cualquiera de las moléculas de PEG descritas en el
presente documento puede usarse en cualquier forma, incluyzndo pero sin
limitarse a, cadena sencilla, cadena ramificada, cadena de multiples brazos,
monofuncional, hifuncional, multifuncional o cualquier combinacion de los
mismos.

Derivados de PEG y polimero adicionales incluyendo pero sin
limitarse a, derivados hidroxilamina (aminooxilo)-PEG, se describen en las
siguientes solicitudes de patente que s= incorporan todas como referencia
en su totalidad en el presente documente: publicacion de patente
estadounidanse n.® 2006/0194256, publicacidn de patente estadounidense
n® 2006/0217532, publicacién de patente estadounidense n.®
2006/021728%, patente provisional estadounidense n.” 60/755.338; patente
provisional  estadounidense n.° H0/755.711; patente  provisional
gstadounidense n.° 60/755.018; solicitud de patenta internacional n.°
PCT/US08/46397; documento WO 2008/036243; patente  provisional
estadounidense n.° 60/743.041; patente provisional .estadounidense n.°
A0/743.040; solicitud de patente internacional n.” PCT/US06/47822; patente
provisional  estadounidense n.° 60/882.319; patente  provisional
estadounidense n.° S0/8E82.500; y patente provisional estadounidznse n.°
60/870.594.

Proteinas de fusién Fc heterdlogas
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Los compuestos de bG-CSF descritos anteriormente  pueden
fusionarse directamente o por medio de un ligador peptidico a la part2 Fe de
una inmunoglobulina. Las inmuglobulinas son moléculas qu2 contienen
cadenas polipeptidicas unidas entre si mediante enlaces disulfuro, que
tienen normalmente dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas. En cada
cadena, un dominio (V) tiene una secuencia de aminoacidos variable
dependiendo d2 la especificidad de anticuerpos de la molécula. Los otros
dominios (C) tienen una secuencia bastante constante comun para
moléculas de la misma clase.

Tal como se usa en el presente documento, la parte Fc de una
inmunoglobulina tiene el significade cominmente dado al término en el
campo de la inmunologia. Especificament2, este término se refiere a un
fragmento de anticuerpo que se obtiene eliminando las dos regiones de
unién a antigeno (los fragmentos Fab) del anticuerpo. Un modo de eliminar
los fragmentos Fab es digerir la inmunoglobulina con la proteasa papaina.
Por tanto, la parte Fc se forma a partir de fragmentos de tamafio
aproximadamente igual de la regién constante de ambas cadenas pesadas,
qus s& asocian a través de interacciones no covalentes y enlaces disulfuro.
La partz Fc puede incluir las regiones de bisagra y extenderse a través de
los dominios CH2 y CH3 hasta el extremo C-terminal del anticuerpo. Pueden
encontrarse regiones de bisagra representativas para inmunoglohulinas
humanas y de ratén en Antibody Engineering, A Practical Guide,
Borrebaeck, C. A. K., ed., W. H. Freeman y Co., 1992, cuyas ensefianzas se
incorporan en el presente documento como referencia. La parte Fc puede
incluir ademas uno o mas sitios de glicosilacién. Las secuencias de
aminoacidos de numerosas proteinas F¢ representativas que contienen una
regiébn de bisagra, dominios CH2 y CH3, y un sitio de N-glicosilacidn se
conocen bien en la técnica.

Hay cinco tipos de‘ regiones Fo de inmunoglobulinas humanas con
diferentes funciones =fectoras y propiedades farmacocinéticas: 1gG, IgA,
igM, 1gD ¢ IgE. IgG s la inmunoglobulina mas abundante en suero. 19G
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tiene también la semivida mas larga en suero de cualquier inmunoglobulina
(23 dias). A diferencia de otras inmunoglobulinas, 193G se recircula
eficazmente tras Ia unién a un receptor de Fc. Hay cuatro subclases de 19G,
G1, G2, G2 y G4, cada una de las cuales tiene diferentes funciones
efectoras. G1, G2 y G3 pueden unirsz a Clq y fijar complemento mientras
que G4 no puede hacerlo. Aun cuando G3 pude unirse a Clg mas
eficazmente que G1, G1 es mas eficaz =n la mediacion dz la lisis celular
dirigida por el complemento. G2 fija complemento de manera muy ineficaz.
El sitio d= unidn a Clg en 1gG se ubica &n la regidn carboxilo terminal del
dominio CH2.

Todas las subclases de 193G pueden unirse a receptores de Fe (CDI 6,
CD32, CDA4) siendo G1 y G3 mas eficaces que G2 y G4. La regidn de unidn
al receptor de Fc de 1gG se forma mediante residuos ubicados tanto en las
regiones de bisagra como en las carbovilo terminales del dominio CH2.

IgA puede existir tanto en una forma monomérica como dimérica
unida entre si mediante una cadena J. IgA es la segunda Ig mas abundante
en suero, pero tiene una semivida de soélo 6 dias. IgA tiene tres funciones
efectoras. Se une a un receptor especifico de IgA en macréfagos y
eosindfilos, que dirige la fagocitosis y degranulacién, respectivamente.
Puede fijar también compl=m=nto por medio de una ruta alternativa
desconocida.

IgM se expresa como o bien un pentamero o hien un hexamero,
uniéndose ambos entre si mediante una cadena J. IgM tiene una semivida
en suero de 5 dias. Se une débilmente a Clq por medio de un sitio de unidn
ubicado en su dominio CH3. IgD tiene una semivida de 3 dias en su=ro. No
esta claro qué funciones sfactoras puedzn atribuirse a esta 13. I9E es una Ig
monomeérica y tiene una semivida en suero de 2,5 dias. I9E se une a dos
receptores de Fc que dirigen la degranulacidon y dan como resultado la
liberacién de agentes proinflamatorios.

Dependiendo dszl efecto in vivo deseado, las proteinas de fusién

heterélogas de la presente invencidn pueden contener cualquiera de los

C
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isatipos descritos anteriormente o pueden contener regiones Fc mutadas en
las que las funciones de unién a receptor de Fe y/o complemento se han
alterado. Por tanto, las proteinas de fusiéon heterdlogas de la presente
invencién pueden contenzr toda la parte Fc de una inmunoglobulina,
fragmentos de la parte Fc de una inmunoglobulina o analogos de la misma
fusionados a un compuesto de bG-CSF. A

Las proteinas de fusién de la presente invencién pueden consistir en
proteinas de cadena sencilla o polipéptidos de multiples cadenas. Pueden
producirse dos 0 mas proteinas de fusion Fc de manera que interaccionan a
través de enlaces disulfuro que se forman de manera natural entre regiones
Fc. Estos multimeros pueden ser homogéneos con respecto al compuesto
de bG-CSF o pueden contener diferzntes compuestos de bG-CSF
fusionados en el extramo N-terminal de la parte Fc de la proteina de fusion.

Independientemente de la estructura final de la proteina de fusion, la
regidén Fc o de tipo Fc pusde servir para prolongar la semivida plasmatica in
vivo del compuesto de hG-CSF fusionado en el extremo N-terminal.
Ademas, el componente de bG-CSF de un compuesto de proteina de fusion
debe conservar al menos una actividad bioldgica de bG-CSF. Puede
demostrarse un aumento en la semivida en circulacion o terapéutica usando
el método descrito en &l prasente documento o conocido en la técnica, en &l
que la semivida de la protzina de fusién se compara con la semivida del
compuesto de hG-CSF solo. La actividad bioldgica puede determinarse
mediante métodos in vitro & in viva conocidos en la técnica.

Puesto que la regién Fc de 1gG producida mediante protedlisis tiene la
misma semivida in vivo que la molécula de 1gG intacta y Ios fragmentos Fab
se degradan rapidaments, se cree que la secuencia relevante para
prolongar la semivida reside en los dominios CH2 y/o CH3. Ademas, se ha
maostrado en la bibliografia que las tasas catabdlicas de variantes de 1gG
que no se unen al receptor de Fec de alta afinidad o Clq son indistinguibles
de la tasa de aclaramiento del anticuerpo de tipo natural original, lo que

indica que el sitio catahdlico es distinto de los sitios implicados en la unién a
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receptor de Fc o Clg. [Wawrzynczak et al., (1992) Molecular Immunology
29:221]. Estudios de mutagénesis dirigida al sitio usando una regiéon Fc de
IgG1 murina sugirieron que el sitic de la regién Fe de 19G1 que controla la
tasa catabélica se ubica en el punto de contacto del dominio CH2-CH3.
Pueden modificarse regiones Fc en el sitio catabdlico para optimizar la
semivida de las proteinas de fusién. La region Fc usada para las proteinas
de fusién de la presenté invencién puede derivarse de una rzgién Fc de
9G4 o 1gG1, y puede contener tanto las regiones CH2 como CH3
incluyendo la regidn de bisagra.

Proteinas de fusién de albimina hetarélogas

Puede fusionarse bG-CSF descrito en el presente documento

. directamente o por medio de un ligador peptidico, polimero soluble &n agua

o ligador de profarmaco a alblimina o un analogo, fragmsnto o derivado de
la misma. Generalmente, las proteinas de albumina que son parte de las
proteinas de fusién de la presente invencion pueden derivarse de albumina
clonada de cualquier especie, incluyendo un ser humano. La albumina
sérica humana (HSA) consiste en una Unica cadena polipeptidica no
glicosilada de 585 aminoacidos con un peso molecular férmula de 66.500.
Se conoce la secuencia de aminoacidos de HSA humana [véanse Meloun,
et al. (1675) FEBS Letters 58:133; Behrens, &t al. (1975) Fed. Proc. 34:591;
Lawn, el al. (1981) Nuclzic Acids Research 9:6102-6114; Minghetti, ef al.
(1986) J. Biol. Chem. 2A1:6747, cada una de las cuales se incorpora como
referencia al presente documento). Se ha descrito una variedad de variantes
polimérficas asi como analogos y fragmentos de albimina. [Véase
Weitkamp, &t al., (1973) Ann. Hum. Genet. 37:219]. Por gjemplo, en el
documento EP 322.094, diversas formas mas cortas de HSA. Algunos de
estos fragmentos de HSA se dan a conocer, incluysndo HSA(1-373), HSA(1-
388), HSA(1-389), HSA(1-369) y HSA (1-419) y fragmantos entrz 1-360 y 1-

419. El documento EP 299.666 da a conocer fragmentos de albumina que

/5\\
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incluyen HSA (1-177) y HSA (1-200) y fragmentos entre HSA (1-177) y HSA
(1-200).

Se entiende que las proteinas de fusion heterdlogas de la presente
invencién incluyen compuestos de bG-CSF que estan acoplados a cualquier
proteina de albumina incluyendo fragmentos, analogos y derivados en los
que tal proteina de fusidn es biolégicamente activa y tiene una semivida
plasmatica mas larga que &l compuesto de bG-CSF solo. Por tanto, no es
necesario que la parte de albumina de la proteina de fusidon tenga
necesariamente una semivida plasmatica igual a la de la albimina humana
nativa. Se conocen o leeden generarse fragmentos, analogos y derivados
que tienen semividas mas largas o que tiznen semividas intermedias con
respecto a la de la albumina humana nativa y &l compuesto de bG-CSF de
interés.

Las proteinas de fusién heterdlogas de la presente invencién abarcan
proteinas que tiznen sustituciones de aminoacidos conservativas en el
compuesto de bG-CSF y/o la parte de Fc o alblimina de la proteina de
fusion. Una “sustitucion conservativa” es el reemplazo de un aminoacido por
otro aminoacido que tiene la misma carga electrénica neta vy
aproximadamente el mismo tamarfio y forma. Los aminoacidos con cadenas
latzrales de aminoacido alifaticas sustituidas o alifaticas tienen
aproximadamente el mismo tamaro cuando el nimero total de carbonos y
heteroatomos en sus cadenas laterales difiecre en no mas de
aproximadamente cuatro. Tienen aproximadamente la misma forma cuando
el niumero de ramificaciones en sus cadenas laterales difiere en no mas de
uno. Se considera que aminoacidos con grupos fenilo sustituidos o fenilo en
sus cadenas laterales tienen aproximadamente el mismo tamario y forma.
Excepto a menos que se indique especificamente o contrario en el presente
documento, preferiblemente se hacen sustituciones conservativas con
aminoacidos que se producen de manera natural.

Pueden obtenerse proteinas de inmunogliobulina y albumina de tipo

natural de una variedad de fuentes. Por gjemplo, estas proteinas pueden
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obtenerse de una biblioteca de ADNc preparada a partir de tejido o céluias
que expresan el ARNm de interés a un nivel detectable. Pueden examinarse
las bhibliotecas con sondas disefiadas usando la secuencia de proteina o
ADN publicada para la proteina particular de interés. Por ejemplo, se
describen regiones constantes de cadena pesada o ligera de
inmunoglobulinas =n Adams, et al. (1980) Biochemistry 19:2711-2719;
Goughet, et al. (1980) Biochemistry 16:2702-2710; Dolby, =t al. (19€0) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 77:6027-8031; Rice &t al. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 79:7862-7862; Falkner, et al. (1982) Nature 298:286-288; y Morrison, =t
al. (1984) Ann. Rev. Immunol. 2:229-2558. Algunas referencias que dan a
conocer secuencias de ADN y protzina de albumina incluyen Meloun, &t al.
(1975) FEBS Letters 58:136; Behrens, ef al. (1975) Fed. Proc. 34:561; Lawn,
et al. (1981) Nucleic Acids Research 9:6102-6114; y Minghetti, ef al. (1956)
J. Biol. Chem. 261:6747.

Caracterizacion de las proteinas de fusion heterdlogas de la presente
invencién

Existan numerosos métodos para caracterizar las proteinas de fusion
de la presents invencion. Algunos de estos métodos incluyen, pero no se
limitan a: SDS-PAGE acoplada con métodos de tincion de protzinas o
inmunotransferencia usando anticuerpos anti-IgG o anti-HSA. Otros métodos
incluyen espectrometria de masas de desorcidn/ionizacién por laser asistida
por matriz (MALDI-EM), cromatografia de liquidos/espectrometria de masas,
isoelectroenfoque, intercambic aniénico  analitico, cromatoenfoque vy
dicraismo circular, por ejemplo.

Potenciacién de la afinidad para albumina sérica
Pueden fusionarse también diversas moléculas a los polipéptidos hG-
CSF de la invenciéon para modular la semivida de polipéptidos bG-CSF en

suero. En algunas realizaciones, se unen o fusionan moléculas a
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polipéptidos bG-CSF de la invencion para potenciar |a afinidad por albumina
sérica enddgena en un animal.

Por ejemplo, en algunos casos, se hace una fusién recombinante de
un polipéptido hG-CSF y una secuencia de union a albumina. Las
seécuencias de unién a albumina a modo de gjemplo incluyen, pero no se
limitan a, el dominio de unién a albimina de la proteina G de estreptacocos
(véanse, por ejemplo, Makrides ef al, J. Pharmacol. Exp. Ther. 277:534-542
(1996) y Sjolander ef al, Ji Immunol Methods 201: 115-123 (1997)), o
péptidos de unién a alblimina tales como los descritos en, por gjemplo,
Dennis, &t al, J. Biol. Chem. 277:35035-35042 (2002).

En otras realizaciones, los polipéptidos bG-CSF de la presente
invencion se acilan con acidos grasos. El alguncs casos, los acidos grasos
promueven la unién a albimina sérica. Véase, por gjemplo, Kurtzhals, &t al,
Biochem. J. 312:725-731 (1995).

En otras realizaciones, los polipéptidos hG-CSF de la invencién se
fusionan directamente con albimina sérica (incluyendo pero sin limitarse a,
albimina sérica humana). Los expertos en la técnica reconoceran que
puede unirse tamhién una amplia variedad de otras moléculas a hG-CSF en
la presente invencién para modular la unidn a albumina sérica u otros

componentes séricos.

X. Glicosilacién de polipéptidos bG-CSF

La invencién incluye polipéptidos bG-CSF que incorporan uno o mas
aminoacidos no codificados de manera natural que llevan residuos de
sacarido. Los residuos de sacérido pueden ser o bien naturales (incluyendo
pero sin limitarse a, N-acetilglucosamina) o no naturales (incluyendo pero sin
limitarse a, 3-fluorogalactosa). Los sacaridos pueden unirse a los
aminoacidos no codificados de manera natural o hien mediante un enlace
glicosidico unido en N. o en O (incluyendo pero sin limitarse a, N-
acetilgalactosa-L-serina) o bien un enlace no natural (incluyendo paro sin

limitarse a, una oxima o el correspondiente glicésido unido en C o0 en S).
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Los restos de sacarido (incluyendo pero sin limitarse a, glicosilo)
pueden afadirse a polipgptidos bG-CSF o bien in vivo o bien in vitro. En
algunas realizaciones d2 la invencién, un polipéptido bG-CSF que
comprendes un aminoacido no codificado de manera natural que contiene
carbonilo se modifica con un sacarido derivatizado con un grupo aminooxilo
para generar el polipéptido glicosilado correspondiente unido mediante un
enlace oxima. Una vez unido al aminoacido no codificado de manera natural,
el sacarido puesde e=lahorarse adicionalmente mediante tratamiento con
glicosiltransfzrasas y otras enzimas para generar un oligosacarido unido al
bG-CSF. Véase, por ejemplo, H. Liu, et al. J. Am. Chem. Soc. 125: 1702-
1703 (2003).

En algunas realizaciones de la invencidn, un polipéptido bG-CSF que
comprende un aminoacido no codificado de manera natural que contiene
carbonilo se modifica directamente con un glicano con estructura definida
preparado como un derivado de aminooxilo. Un experto habitual en la
técnica reconocera que pueden usarse otras funcionalidades, incluyendo
azida, alquino, hidrazida, hidrazina y semicarbazida, para unir el sacarido al
aminoacido no codificado de manera natural.

En algunas realizacion=s de la invencién, un polipaptido bG-CSF que
comprende un aminoacido no codificado de manera natural que contiene
azida o alquinilo puede modificarse entonces mediante, incluyendo pero sin
limitarse a, una reaccion de cicloadicion [3+2] de Huisgen con, incluyendo
pero sin limitarse a, derivados de alquinilo o azida, respectivamente. Este
método permite que las proteinas se madifiquen con una selectividad
extremadamente alta.

Xl. Dimeros y multimeros de bG-CSF

La presente invencién también proporciona bG-CSF y combinaciones
de andlogos de bG-CSF tales como homodimeros, heterodimeros,
homomultimeros o heteromuitimeros (es decir, trimeros, tetrAdmeros, stc.) en

los que bG-CSF que contiene uno o mas aminodacidos no cndificados de
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manera natural se une a otro hG-CSF o variante de bG-CSF del mismo o
cualquier otro polipéptido que no s2a bG-CSF ¢ una variante de bG-CSF del
mismo, o bien directamente a la estructura principal de polip2ptido o bizn por
medio de un ligador. Debido a su peso molecular aumentado en
comparacién con los monémeros, los conjugados de dimeros o multimeros
de hG-CSF puedzn presentar propiedades nuevas o deseables, incluyendo
perc sin limitarse a semivida terapéutica modulada, farmacodinamica,
farmacocinética, farmacoldgica diferent2, o semivida plasmatica modulada
en relacién con el bG-CSF monomérico. En algunas realizaciones, los
dimeros de bG-CSF de la invencion modularan la transduccion de sefales
del receptor de2 G-CSF. En otras realizaciones, los dimeros o multimeros de
bG-CSF de la presente invencion actuaran como antagonista, agonista o
modulador del receptor.

En algunas realizaciones, una o mas de las moléculas de bG-CSF
presentes en un dimero o multimero qu2 contiene bG-CSF comprende(n) un
aminoacido no codificado d= manera natural unido a un polimero soluble en
agua.

En algunas realizaciones, los polipéptidos bG-CSF se unen
directamente, inciuyendo pero sin limitarse a, por medio de un enlace amida
Asn-Lys o enlace disulfuro Cys-Cys. En algunas realizaciones, los
polipéptidos bG-CSF y/o la molécula que no es bhG-CSF unida
comprenderan diferentes amincacidos no codificados de manera natural
para facilitar 1a dimerizacién, incluyendo pero sin limitarse a, un alquino en
un aminoacido no codificado de manera natural de un primer polipéptido bG-
CSF y una azida en un segundo aminoacido no codifizado de manera
natural de una segunda molécula se conjugaran por medio de una
cicloadicion [3+2) de Huisgen. Alternativaments, bG-CSF y/o la molécula
que no &s bG-CSF unida que comprznde un aminoacido no codificade de
manera natural que contiehe cetona pueden conjugarse con un segundo

polipéptido que comprende un aminoacido no codificado de manera natural
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que contiene hidroxilamina y los polipéptidos s= hacen reaccionar por medio
de la formacién de la coi'respondiente oxima.

Alternativamente, los dos polipéptidos bG-CSF, y/o la molécula que
no &s bG-CSF unida, se unen por medio de un ligador. Puede usarse
cualquier ligador hetero u homobifuncional para unir las dos moléculas, y/o
las moléculas que no son kG-CSF unidas, que pueden tener una secuencia
primaria igual o diferente. En algunos casos, &l ligador usado para mantener
el bG-CSF, y/o las moléculas que no son bG-CSF unidas entre si pusde ser
un r=activo de PEG bifuncional. El ligador puede tener un amplio intervalo de
longitud molecular o peso molecular. Puedan usarse ligadores de peso
molecular mayor o menor para proporsionar una conformacién o relacion
espacial deseada entre bG-CSF y la entidad unida o entre bhG-CSF y su
receptor, o entre la entidad unida y su pareja de unidn, si hay alguna.
También pueden usarse ligadores que tienen una longitud molecular mas
larga o mas corta para proporcionar una flexibilidad o espacio deseado entre
bG-CSF vy la entidad unida, o ntre la entidad unida y su pargja de unién, si
hay alguna.

En algunas realizaciones, la invencidn proporciona ligadores
bifuncionales solubles en agua que tienen una estructura de mancuerna que
incluye: a) una azida, un alquino, una hidrazina, una hidrazida, una
hidroxilamina o un resto que contiene carbonilo en al menos un primer
extremo de una estructura principal de polimero; y b) al menos un segundo
grupo funcional en un s=gundo extremo de la estructura principal de
polimero. El segundo grupo funcional puede ser igual o diferente qua el
primer grupo funcional. E! segundo grupo funcional, en algunas
realizaciones, no es reactivo con =l primer grupo funcional. La invencién
proporciona, &n algunas realizaciones, compuestos solubles en agua que
comprend2n al ma2nos un brazo de una estructura molecular ramificada. Por
ejemplo, la estructura molecular ramificada puede ser dendritica.

En algunas realizaciones, la invencién proporciona muitimeros que
comprenden uno o mas polipéptidos bG-CSF, formados mediante
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reacciones con polimeros activados solubles en agua que tienen la
estructura:

R-(CH2CH20)n-O-(CH2)m-X

en la que n es de desde aproximadamente 5 hasta 3.000, m es 2-10, X
puede ser una azida, un alquino, una hidrazina, una hidrazida, un grupo
aminooxilo, una hidroxilamina, un acetilo, o un resto que contien2 carbonilo,
y R s un grupo de ocupacion de extremos, un grupo funcional, o un grupo
saliente que puede ser igual o diferente que X. R puede ser, por gjemplo, un
grupo funcicnal seleccionado del grupo que consiste en hidroxilo, hidroxilo
protegido, alsoxilo, éster de N-hidroxisuccinimidilo, éster de 1-
benzotriazolilo, carbonato de N-hidroxisuccinimidilo, carbonato de 1-
benzotriazolilo, acetal, aldehido, hidratos d2 aldehido, alquenilo, acrilato,
metacrilato, acrilamida, sulfona activa, amina, aminooxilo, amina protegida,
hidrazida, hidrazida protegida, tiol protegido, acido carboxilico, acido
carboxilico protegido, isocianato, isotiocianato, maleimida, vinilsulfona,
ditiopiridina, vinilpiridina, yodoacetamida, epédxido, glioxales, dionas,

mesilatos, tosilatos y tresilato, alqueno y cetona.

XIl Medicion de la actividad del polipéptido bG-CSF y afinidad de bG-CSF
por un receptor

Puede determinarse la actividad del polipéptido bG-CSF usando
ensayos in vitro o in vivo convencionales o conocidos. Pueden analizarse
polip&ptidos bG-CSF para determinar su actividad bioldgica mediante
métodos convencionales conocidos &n la técnica. Tales ensayos incluyen,
pero no se limitan a, los descritos en Hedari et al. Veterinary Immunology
and Immunopathology (2001) 81:45-57 y ensayos que evaluan las
actividades biologicas de hG-CSF.

Pueden analizarse polipéptidos bG-CSF para determinar su
capacidad para regular por incremento CDI la, CDI Ib, CDI Ie, y/o CD 18 &n
neutréfilos. La medicion de esta actividad puade medirse mediante FACS tal

como se describe por Hedari «f al (citado anteriormente). Ensayos
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adicionales conocidos por los expertos habituales en la técnica miden la
activacién de neutréfilos, incluyendo pero sin limitarse a, 2nsayos qua miden
L-selectina. Otros ensayos que pueden realizarse evalian la proliferacion
y/o diferenciacion de células mediante polipéptidos bG-CSF de la invencidn.

Pusdzn analizarse  polipéptidos bG-CSF  para determinar  su
capacidad para unirse a un receptor. Puede prepararse un receptor de G-
CSF usando técnicas y métodos qua conoce un experto habitual 2n la
técnica. El receptor de hG-CSF puede prepararse tal como se describe en la
patente astadounidense n.® 5.574.136, que se incorpora como referencia al
presente documento. Por ejemplo, pueden usarse células o lingas celulares
que actian respuesta a G-CSF o s& unen a G-CSF (incluyendo pero sin
limitarse a, células que contizn2n receptores de G-CSF activos tales como
células productoras de receptores de G-CSF recombinantes) para
monitorizar la unién a receptor de bG-CSF. Para un polipéptida hG-CSF no
pegilado o pegilado quz comprende un aminoacido no natural, la afinidad de
bG-CSF por su receptor o por otro receptor de G-CSF puade medirse
usando un biosensor BlAcore™ (Pharmacia). Los ensayos de unién
adecuados incluyen, paro no se limitan a, ensayos BlAcore (Pearce 2t al,
Biochemistry 38:81-39 (199%)) y ensayos AlphaScreen™ (PerkinElmer).
AlphaScreen™ es un ensayo de proximidad luminiscente no radiactivo
hasado en perlas en el que las perlas donadoras se excitan mediante un
laser a 680 nm para liberar oxigeno singlete. El oxigeno singlete difunde y
reacciona con &l derivado de tioxeno en la superficie de perlas aceptoras
conduciendo a una emisidén de fluorescencia a -600 nm. La emision de
fluorescencia se produce sélo cuando las peras donadoras y aceptoras se
llevan en proximidad estrecha mediante interacciones moleculares que se
producen cuando cada una se une a un ligando y un receptor,
respectivamente. Puede competirse con esta interaccion ligando-receptor
usando variantes de union a receptor mizntras que las variantes que no se
unen no competiran.
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Puede determinarse la actividad d=l polipéptido bG-CSF usando
ensayos in vitro o in vivo convencionales o conacidos. Por gjemplo, puaden
usarse células o lingas celulares que proliferan en presencia de hG-CSF o
s& unen a hG-CSF (incluy=ndo pero sin limitarse a, células que contienen
receptores de G-CSF activos tales como células de médula ésea de ratén,
WEHI-3B (D+), AML-193 (ATCC), o células productoras de receptores de G-
CSF recombinantes) para monitorizar la unién a receptor de bG-CSF.
Véase, por ejemplo, King et al., Exp. Hematol. 20:223 (1992), patente
estadounidense n.® 6.385.505, que se incorporan como referencia al
presente documento. Los modelos animales in vivo asi como los ensayos
clinicos en seres humanos para someter a prueba la actividad de hG-CSF
incluyen los descritos en, por gjemplo, las patzntes estadounidenses n.°
6.165.183; 6.585.841; A.162.426; 5.712.892, que se incorporan como
referencia al presente documento. Tales modelos pueden usarse para
evaluar la actividad de bG-CSF.

Independientemente de qué métodos se usen para crear los
presentes analogos de bG-CSF, los analogos se someten a ensayos para
determinar la actividad bioldgica. Puzden realizarse ensayos con timidina
tritiada para determinar el grado de divisidén c=lular. Sin embargo, pueden
usarse otros ensayos biolégicos para determinar la actividad desezada.
Ensayos biolégicos tales como someter a ensayo para determinar la
capacidad para inducir diferenciaciéon terminal en la linga celular leucémica
WEHI-3B (D+) de ratén, también proporcionan indicacién de la actividad de
G-CSF. Véase Nicola, ef al. Blood 54: 614-27 (1979). Pueden usarse otros
ensayos in vitro para déterminar la actividad biolégica. Véase Nicola, Ann.
Rav. Biochem. 58; 45-77 (1989). En general, la prueba para determinar la
actividad biolégica debe proporcionar un analisis para determinar &l
resultado deseado, tal como un aumento o una disminucién en la actividad
biolégica (en comparacién con G-CSF no alterado), actividad biolégica
diferente (en comparacidn con G-CSF no alterado), analisis de afinidad por

pargja de unién o receptor, cambios estructurales o conformacionales deal
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propio bG-CSF o su receptor (en comparacién con el bG-CSF madificado), o
analisis de la semivida en suero.

Se notificé previamente que cé&lulas WEHI-3BD" y células laucémicas
humanas de lsucemias recién diagnosticadas se uniran a G-CSF murino
marcado con 29| y que puede competirse con esta unién mediante la adicidn
de G-CSF no marcado o CSF-0 humano. Se somete a prucha la capacidad
de G-CSF natural y bG-CSF para competir por la unién de "%-G-CSF a
células lzucémicas murinas y humanas. Se somete a yodacién G-CSF
natural altamente purificado (>95% pLiro; 1 pg) [Tejedor, et al, Anal.
Biochem., 127, 142 (1982)], y s& separa de los reactivos mediantz filtracion
en gel y cromatografia de intercambio idnico. La actividad espesifica del '%I-
G-CSF natural es de aproximadamente 100 pCi/ng de proteina.

La compilacion anterior de referencias para metodologias d2 ensayo
no =s exhaustiva, los expertos habitualzs en la técnica reconoceran otros
ensayos Utiles para someter a prueba para determinar el resultado final
deseado. Los expertos habitualas en la técnica conocen alteraciones a tales
€ensayos.

Xllf Medicion de la potencia, la semivida in vivo funcional y pardmetros
farmacocinéticos

Un aspecto importante de la invenciéon es la semivida bioldgica
prolongada ¢que se obticne mediante [a construccion del polipéptido b-GCSF
con o sin conjugacidn del polipéptido con un resto de polimero soluble en
agua. La rapida disminucién tras la administracion de las concentraciones
séricas del polipéptido bG-CSF ha hecho que sea importante para evaluar
las respuestas biolégicas al tratamiento con el polipéptido bG-CSF
conjugado y no conjugado y variantes del mismo. El polipéptido bG-CSF
conjugado y no conjugado y las variantes del mismo de la presente
invencion  pueden tener semividas séricas  prolongadas tras la
administracién, por ejemplo, por via subcutanea o la administracion i.v.,

pudiéndose medirse, por ejemplo, mediante €l método de ELISA o mediante
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un ensayo de seleccién primaria. Pusden usarse kits de ELISA o RIA de
fuentes comerciales. Otro ejemplo de un ensayo para la medicién de la
semivida in vivo de hG-CSF o variantes del mismo se describe 2n la patente
estadounidense n.” 5.824.778, que se incorpora comn referancia al presente
documento. La medicion de la semivida hioldgica in vivo se lleva a cabo tal
como se describe en el presente documento.

La potencia y la semivida funcional in vivo de un polipéptido hG-CSF
que comprende un aminoacido no codificado de manera natural puede
determinarse segun el protocolo descrito =n 1as patentes estadounidanses
n.® A.646.110; 6.555.6680; 6.156.183; 5.985.265; 5.824.778; 5.773.581, que
se incorporan como referencia al presente documento. Estos protocolos
pueden usarse también para bG-CSF.

Los parametros farmacocinéticos para un polipéptido bG-CSF que
comprende un aminoacido no codificado de manera natural pueden
evaluarse en ratas macho Sprague-Dawley normales (N=5 animales por
grupo de tratamiento). Los animales recibiran o bien una tnica dosis de 25
ug/rata i.v. o bien 50 ng/rata s.C., Y se extraerdn aproximadamente 5-7
muestras de sangre segun un transcurso de tiempo predefinido, que
generalment2 cubre aproximadamente 6 horas para un polipéptido bG-CSF
que comprende un amincacido no codificado de manera natural no
conjugado con un polimero soluble &n agua y aproximadamente 4 dias para
un polipéptido bG-CSF que comprende un aminoacido no codificado de
manesra natural y conjugado con un polimero soluble &n agua. Los datos
farmacocinéticos para hG-CSF sin un aminoacido no codificado de manera
natural pueden compararse directamente con los datos obtenidos para
polipéptidos bG-CSF que comprenden un aminoacido no codificado de
manera natural.

FPueden realizarse estudios farmacocinéticos de polipéptidos bG-CSF
en ratones, ratas o en un primate, por gjemplo, monos Cynomalgus.
Normalmentz, se administra una Gnica inyeccidn o bien por via subcutanea

0 bien por via intravenosa, y s& monitorizan los niveles séricos de bG-CSF a

27 PR ?'J



10

25

30

295

lo largo del tiempo. La patente estadounidense n.° 5.849.883 y el documento
WO 8%/10932, que se incorporan como referencia al presente documento,
describen varios modelos animales que pueden usarse para evaluar los
polipéptidos bG-CSF de la invencion. Los estudics con animales que pueden
realizarse implican ganado expuesto a Pasteurella hemolytica, ganado con
ax¥posicidn bacteriana de la glandula mamaria/exposicién a mastitis
(Klebsiella pneumoniae). Otros estudios que pusdan realizarse evaluan el
control, 1a incidencia y la duracién d= la enfermeadad respiratoria bovina, o la
prevencion de la mastitis por coliformes. Un experto habitual en la técnica
conoce métodos para evaluar la salud de los animales, la produccién de
leche, el recuento de neutrdfilos y otros parametros. Otros modelos que
puedan usarse para evaluar los polipéptidos bG-CSF deg la invencién
incluyen pero sin limitarse a, modelos animales de infecsion o exposicién a
infeccion tales como un modelo de hamster de neumonia por Pseudoamaonas
aeruginosa, un modelo de rata de pislonefritis por Candicda alhicans,
modelos que incluyen potros neonatales y modelos que incluyen cerdos en
crecimiento. Algunos de estos modelos se describen en la patente
estadounidense n.® 5.849.883 y &l documento WO 89/10032. Los expertos
habituales en la técnica conocen modelos tales como estos.

Se describen gjemplos adicionales de ensayos para la madicidn de la
actividad biolégica in viva de hG-CSF o variantes del mismo en las patentes
estadounidenses n.”® £.631.720; 5.795.968; 5.824.778, 5.985.265, y en
Bowen et al, Experimental Hematology 27:425-432 (1999), incorporandose

cada una de las cuales como referencia al presents documento.

XIV. Administracién de las composiciones farmacéuticas

Los polipéptidos ‘o proteinas de la invencién (incluyendo pero sin
limitarse a, bG-CSF, sintetasas, proteinas que comprenden uno o mas
aminoacidos no naturales, etc.) se emplean opcionalmente para usos
terapéuticos, incluyendo pero sin limitarse a, en combinacion con un

vehiculo farmacéuticamente adecuado. Tales composiciones, por gjemplo,
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comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto, y un
vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Un vehiculo o
excipiente de este tipo incluye, pero sin limitarse a, solucién salina, solucidén
salina tamponada, dextrosa, agua, glicerol, etanol y/o combinaciones de los
mismos. La formulacidn se prepara para adescuarse al modo de
administracién. En general, los expertos habituales en la técnica conocen
métodos de administracion de protsinas y pueden aplicarse a la
administracidon de los polipéptidos de la invencién. Las composiciones
puedezn estar en una forma soluble en agua, tal como presentes como sales
farmacéuticamente aceptables, lo que quisre decir que incluyen sales de
adicién tanto de acidos como de hbases. La patente estadounidense n.”
£.497.869, que se incorpora como referencia al presente documento, trata
de las formulaciones y la administracion de polipéptidos G-CSF, incluyendo
pero sin limitarse a, hG-CSF y bG-CSF. Se trataron salzs que comprenden
iones sulfato tales como sulfato de amonio, sulfato de sodio, sulfato de
magnesio y mezclas de los mismos, asi como agentes tamponantes tales
como acetato, citrato, fosfato, HEPES, BES, TAPS, EPPS, TES y mezclas
de los mismos.

Las composiciones terapfuticas que compréenden uno o mas
polipéptidos de la invencién se someten a prueba opcionalmente en uno o
mas modelos animales de enfermedad apropiados in vitro y/o in vivo, para
confirmar la eficacia, el metabolismo tisular y para estimar las dosificaciones,
segun métodos conocidos por los expertos habituales en la técnica. En
particular, las dosificaciones pueden determinarse iniciaimante mediante
medicionzs de la actividad, la estabilidad u otras mediciones adecuadas de
los aminoacidos no naturales en el presente documento en comparaciéon con
homdlogos de amincacidos naturales (incluyendo pero sin limitarse a,
comparacion de un polipéptido hG-CSF modificado para incluir uno o mas
aminoacidos no naturales con un polipéptido hG-CSF de aminoacidos
naturales y comparacion de un polipéptido bG-CSF madificado para incluir
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une 0 mas aminoacidos no naturales con un tratamiento con bG-CSF
disponiblz en la actualidad), es decir, én un ensayo relevante.

La administracion se realiza mediante cualquisra d= las vias usadas
normalmente para introducir una molécula en contacto Ultimo con las células
tisulares o sanguineas. Los polipéptidos de aminoacidos no naturales de la
invencion se administran de cualquier manera adecuada, opcionalmente con
uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables. Se dispon2 de métodos
adecuados de administracién de tales polipéptidos en el contexto de la
presente invencion a un pacients y, aunque pusde usarse mas de una via
para administrar una composicién particular, a menudo una via particular
puede proporcionar una accion o reaccién mas inmediata y mas eficaz que
otra via.

Los vehiculos farmacéuticament2 aceptables se determinan en parte
por la composicién particular que =stad administrandose, asi como por el
método particular usado para administrar la composicién. Por consiguiente,
hay una amplia variedad de formulaciones adecuadas de composiciones
farmacéuticas de la presente invencion.

Los polipéptidos bG-CSF de la invencién pueden administrarse
mediante cualquier via convencional adecuada para proteinas o péptidos,
incluyendn, pero sin limitarse a por via parenteral, por ejemplo inyecciones
incluyendo, pero sin limitarse a, por via subcutanea o por via intravenosa o
cualquier otra forma de inyecciones o infusiones. Las composiciones de
polipéptido pueden administrarse mediante varias vias incluyendo, pero sin
limitarse a medios orales, intravenosos, intraperitoneales, intramusculares,
transdérmicos, subcutaneos, topicos, sublinguales, intravasculares,
intramamarios o rectales. Las composiciones que comprenden polipéptidos
de aminoacidos no naturales, modificados o no modificades, también
pueden administrarse por medio de liposomas. Tales vias de administracion
y formulaciones apropiadas generalmente las conocen los evpertos en la
técnica. El polipéptido hG-CSF puede usarse solo 0 2n combinacidén con
otros componentas adecuados tales como un vehiculoe farmacéutico. El
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polipéptido bG-CSF puede usarse en combinaciéon con otros agentes o
compuestos terapéuticos.

El polipéptico bG-QSF que comprende un aminoacido no natural, solo
0 en combinacién con otros componentes adecuados, también puede
prepararse en formulaciones en aerosol (es decir, pueden “nebulizarse”)
para administrarse por medio de inhalacion. Las formulaciones en aerosol
pueden colocarse en propelentes aceptables presurizados, tales como
diclorodifluorometano, propano, nitrégeno y similares.

Las formulaciones adecuadas para la administracion parenteral, tal
como, por gemplo, mediant2 vias intraarticulares (en las articulaciones),
intravenosas, intramusculares, intradérmicas, intraperitoneales  y
subcutaneas, incluyen disoluciones para inyeccion estériles isotdnicas,
acuosas y no acuosas, que pueden contener antioxidantes, tampones,
bacteriostaticos y solutos que hacen que la formulacién sea isotdnica con la
sangre del receptor previsto, y suspensiones estériles acuosas y no acuosas
que  pusden incluir agentes de suspensidn, solubilizantes, agentes
espesantes, estabilizadorss y conservantes. Las formulaciones de bG-CSF
pueden presentarse en recipientes sellados de dosis unitarias o de multiples
dosis, tales como ampollas y viales.

La administracién parenteral y la administracién intravenosa son los
métodos de administracién preferidos. En particular, las vias de
administracion ya en uso para los agentes terapéuticos homélogos de
amincécidos naturales (incluyendo perco sin limitarse a, los usados
normalmente para EPO, GH, G-CSF, GM-CSF, IFN, interleucinas,
anticuerpos, FGFs; y/o cualquier otra proteina  administrada
farmacéuticamente), junto con las formulaciones en uso actual, proporcionan
las vias de administracion y formulacién preferidas para los polipéptidos de
la invencion.

La dosis administrada a un animal, en &l contexto de la presente
invencién, es suficiente para tener una respuesta terapéutica beneficiosa en
el animal a lo largo del tiempo, u otra actividad apropiada, dependiendo de la
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aplicacion. La dosis viene determinada por la eficacia del vector o de la
formulacién particular, y por la actividad, estabilidad o semivida en suero del
polipéptido con aminoacidos no naturales empleads y por el estado del
animal, asi como por el peso corporal o ¢l area superficial del animal que va
a tratarse. El tamafio de la dosis también viene determinado por la
existencia, naturaleza y grado de cualquier 2fecto secundario adverso que
acompafie a la administracion de un vector, formulacion particular, o
similares en un animal particular.

En la determinacién de la cantidad eficaz del vector o la formulacion
que va administrarse en el tratamiento o la profilavis de la enfermadad, 2!
veterinario evalla los niveles plasmaticos circulantes, las tovicidades de la
formulacién, la evolucién de la enfermedad y/o si es relevante, la produccion
de anticuerpos anti-polipiptido con aminoacidos no naturales.

La dosis administrada normalmente esta en el intervalo equivalente a
las dosificaciones de proteinas terapéuticas usadas actualmente, ajustadas
para la actividad alterada o la semivida en suero de la composicion
relevante. Los vectores o formulaciones farmacéuticas de esta invencidn
pueden complemszntar condiciones dz tratamiento mediante cualquier
terapia convencional conocida, incluyendo administracion de anticuerpos,
administracion de  vacunas, administracion de agentes citotoxicos,
polipéptidos con aminoacidos naturales, acidos nucleicos, analogos de
nucledtidos, modificadores de la respuesta biolégica y similares.

Para la administracion, las formulacion2s de la present2 invencién se
administran a una tasa determinada por la DL-50 o DE-50 de la formulacion
relevante, y/o la observacion de cualquier efesto secundario de los
polipéptidos con aminoacidos no naturales a diversas concentraciones,
incluyendo pero sin limitarse a, cuando s& aplica a la salud global y masa del
animal. La administracién puede llevarse a cabo por medio de dosis tnicas o
divididas.

Si un animal que se somete a infusion de una formulacion desarrolla

fiebre, ascalofrios o dolores musculares, puede recibir la dosis apropiada de
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aspirina, ibuprofeno, paracetamol u otro farmaco de control del dolor/fiebre
apropiado para animales. Los animalzs que experimentan reaccionas a la
infusion tales como fiebre, dolores musculares y escalofrios se medican
previamantz 30 minutos antes de las infusionas futuras, o bien con aspirina,
paracetamol, o hien incluyende pero sin limitarse a, difenhidramina u otro
farmaco apropiado para animales. Pusde usarse meperidina para los
dolores musculares y los escalofrios mas graves que no responden
rapidamente a antipiréticos y antihistaminicos. La infusion de células se
ralentiza o se interrumpe dependiendo de la gravedad de la reaccidn.

Los polipéptidns . hG-CSF de la invencién pueden administrarse
directamente a un sujeto animal. La administraciéon se realiza mediante
cualquiera de las vias usadas normalmente para introducir el polipéptido bG-
CSF en un sujeto. Las compaosiciones del polipéptido bG-CSF segin las
realizaciones de la presente invencidn incluyen las adecuadas para la
administracion oral, rectal, tépica, inhalacién (incluyendo pero sin limitarse a,
por m&dio de un aerosol), hucal (incluyendo pero sin limitarse a, sublingual),
vaginal, parznteral (incluyendo pero sin limitarse a, subcutanea,
intramuscular, intradérmica, intraarticular, intrapleural, intraperitoneal,
intracerebral, intraarterial o intravencsa), tépica (es decir, tanto superficies
cutaneas como mucosas, incluysndo superficies de las vias respiratorias),
pulmonar, intraocular, intranasal y transdérmica, aungue la via mas
adecuada en cualquier caso dado dep=andera de la naturaleza y la gravedad
del estado que esta tratdndose. La administracidén puede ser o bien local o
bien sistémica. Las formulaciones de compuestos pueden presentarse eén
recipientes sellados de dosis unitarias o mdltiples dosis, tales como
ampollas y viales. Los polipéptidos bG-CSF de la invencidn pueden
prepararse en una mezcla 2n una forma inyectable de dosificacidon unitaria
(incluyendo pero sin limitarse a,‘disolucién, suspensidn o emulsion) con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los polipéptides bG-CSF de la

invencion también pueden administrase mediante infusién continua (usando,
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incluyendo pero sin limitarse a, minibombas talzs como bombas osméticas),
formulaciones de depésito de liberacion lenta o en bholo individuales.

Las formulaciones adecuadas para la administracién incluyen
disoluciones acucsas y no acucsas, disoluciones estériles isotonicas, que
pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y solutos que
hacen que la formulacidn sea isoténica, y suspensiones estériles acuosas y
no acuosas que pueden incluir agentes de suspensidn, solubilizantes,
agentes espesantes, estabilizadorzs y conservantzs. Las disoluciones y
suspensiones puedsn prepararsé a partir de comprimidas, granulos y polvos
estériles del tipo descrito anteriormente.

La liofilizacién &s una técnica cominmente empleada para presentar
proteinas que sirve para eliminar el agua de la preparacion de proteinas de
interés. La liofilizacion, o secado por congelacion, es un proceso mediante el
cual el material que va a secarse se congela primero y luggo se &limina el
disolvente helado o congelado mediante sublimacién en un entorno a vacio.
Puede incluirse un excipiente en las formulacionas liofilizadas previamente
para aumentar la estabilidad durante el proceso de secado por congelacion
y/o para mejorar estabilidad del producto liofilizado en almacenamiento.
Pikal, M. Biopharm. 3(9)23-30 (1990) y Arakawa &f al. Pharm. Res. 8(3):285-
291 (1991).

Los expertos habituales en la técnica también conocen el secado por
pulverizacién de productos farmacéuticos. Por ejemplo, véase Broadhead, J.
et al., “The Spray Drying of Pharmaceuticals”, en Drug Dev. Ind. Pharm, 18
(11 y 12), 1169-1208 (1992). Ademas de productos farmacéuticos de
molécula pequefa, se ha secado por pulverizacién una variedad de
materiales biologicos y éstos incluyen: enzimas, sueros, plasma,
microorganismos y levaduras. El secado por pulverizacién es una técnica util
porque puede convertir una preparacion farmacéutica liguida en un polvo
fino, sin polvo o aglomerado en un proceso de una etapa. La técnica basica
comprende las siguientes cuatro etapas: a) atomizar la disolucién de

alimentacién en una pulverizacién; b) ponzr en contacto con aire la
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pulverizacidn, ¢) secar la pulverizacién; y d) separar el producto seco del
aire de secado. Las patentes estadounidenses n.%® 6.235.710 y 6.001.800,
que se incorporan como referencia al presente documento, describen la
preparacion de eritropoyetina recombinante mediante secado por
pulverizacion.

Las composiciones y formulacionss farmacéuticas de la invencién
pueden comprender un  vehiculo, excipiente o  estabilizador
farmacéuticaments aceptable. Los vehiculos farmacéuticaments aceptables
se determinan en parte por la composicion particular que esta
administrandose, asi como por &l método particular usado para administrar
la composicion. Por consiguiente, hay una amplia variedad de formulaciones
adecuadas de composiciones farmacéuticas (incluyendo  vehiculos,
gxcipientes o estabilizadores farmacéuticamente aceptables opcionales) de
la presente invencién (véase, por gjemplo, Remington's Pharmaceutical
Sciences, 172 ed. 1985)).

Los vehiculos adecuados incluyen pero sin limitarse a, tampones que
contiznen succinato, fosfato, borato, HEPES, citrato, histidina, imidazol,
acetato, bicarhonato y otros acidos organicos; antioxidantes incluyendo pero
sin limitarse a, acido ascérbico: polip2ptidos de bajo peso molecular
incluyendo pero sin limitarse a aquellos con menos de aproximadamente 10
residuos; proteinas, incluyendo pero sin limitarsz a, albimina sérica, gelatina
o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos incluyendo pero sin limitarse a,
polivinilpirrolidona; aminoacidos incluyendo pero sin limitarse a, glicina,
glutamina, asparagina, arginina, histidina o derivados de histidina, metionina,
glutamato o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros hidratos de carbono,
incluyendo pero sin limitarse a, trehalosa, sacarosa, glucosa, manosa o
dextrinas; agentes quelantss incluyendo pero sin limitarse a, EDTA y
adentato disédico; iones metalicos divalentes incluyendo pero sin limitarse a,
zine, cobalto o cobre; alcoholes de azucar incluyende pero sin limitarse a,
manitol o sorbitol; contraicnes que forman sales incluyendo pero sin limitarse

a, sodio y cloruro de sodio; cargas tales como celulosa microcristalina,
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lactosa, almiddn de maiz y otros almidones; agentes de unidn; edulcorantas
y otros agentes saborizantes; agentes colorantes; y/o tensioactivos no
ibnicos incluyendo paro sin limitarse a Twezn™ (incluyendo pero sin
limitarse a, Tween 80 (polisorbato 80) y Tween 20 (polisorbato 20),
Pluronics™ vy otros acidos plurénicos, incluyendo pero sin limitarse a, acido
plurénico FA8 (poloxamero 188), o PEG. Los tensioactivos adecuados
incluyen por gemplo pero sin limitarse a poliéteres basados en poli(oxido de
etileno)-poli(oxido de propileno)-poli(éxido de etileno), es decir, (PEO-PPO-
PEO), o poli(dxide de propileno)-poli(d<ido de etileno)-poli(dxido de
propileno), es decir, (PPO-PEO-PPO), o una combinacién de los mismos.
PEO-PPO-PEO y PPO-PEO-PPO estan comerciaimente disponibles con las
marcas comerciales Pluronics™, R-Pluronics™, Tetronics™ y R-Tetronics™
(BASF Wyandotte Corp., Wyandotte, Mich.) y se describen adicionalmente
en la patente estadounidensz n.° 4.820.352 incorporada en el presente
documento en su totalidad como referencia. Otros polimeros de bloque de
etileno/polipropileno pueden ser tensioactivos adecuados. Puede usarse un
tensioactivo o una combinacién de tensioactivos para estahilizar hG-CSF
pegilado frente a una o mas tensiones incluyendo pero sin limitarse una
tension que resulta de agitacion. Algunos de los anteriores pueden
denominarse “agentes de carga”. Algunos pueden denominarse también
“‘modificadores de la tonicidad”. También pueden aplicarse conservantes
antimicrobianos para la eficacia antimicrobiana y estabilidad del producto;
los conservantes adecuados incluyen pero sin limitarse a, alcohol bencilico,
cloruro de benzalconio, metacresol, metil/propilparabeno, cresol y fenol, o
una combinacién de los mismos. La patente estadounidense n.® 7.144.574,
que se incorpora como referencia al presente documento, describe
materiales adicionales que pueden ser adecuados en las composiciones y
formulacionas farmacéuticas de la invencidén y otras preparaciones de
administracién.

Los polipéptidos hG-CSF de la invencién, incluyendo los unidos a
polimeros solubles en agua tales como PEG, también pueden administrarse
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mediante o como parte de sistemas de liberacidon sostenida. Las
composiciones d= liberacién sostenida incluyen, incluyendo pero sin
limitarse a, matrices poliméricas semipermeables en forma de articulos
conformados, incluyendo pero sin limitarse a, peliculas 0 microcapsulas. Las
matrices de liberacion sostenida incluyen desde materiales biocompatibles
tales como poli(metacrilato d= 2-hidrovietilo) (Langer =t a/, J. Biomed. Mater.
Res,, 15: 287-277 (1981); Langer, Chem, Tech., 12: 98-105 (1982), acetato
de etilznvinilo (Langer =t al, citado anteriormente) o poli(acido D-(-)-3-
hidroxibutirico) (documento EP 133.988), polilactidas (poli(acido lactico))
(patente estadounidense n.® 3.773.919; documento EP 58.481), poliglicolida
(polimero de acido glicélico), poli(lactida-co-glicolida) (copolimeros de acido
lactico y acido glicdlico), pelianhidridos, copolimeros de acido L-glutamico y
gamma-etil-L-glutamato (Sidman ef al., Biopolymers, 22, £47-556 (1983),
poli(orto)ésteras, polipéptidos, acido hialurénico, colageno, sulfato de
condroitina, acidos carboxilicos, acidos grasos, fosfolipidos, polisacaridos,
acidos nucleicos, poliaminodcidos, aminoacidos tales como fenilalanina,
tirosina, isoleucina, polinucleétidos, polivinilpropileno, polivinilpirrolidona y
silicona. Las composiciones de libaracidon sostenida también incluyen un
compuesto atrapado en liposomas. Los liposomas qus contienen el
compuesto se preparan mediante métodos conocidos per s¢: documento DE
3.218.121; Eppstein et al, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 82: 3688-3692
(1985);, Hwang et al, Proc. Natl Acad. Sd. U.S.A., 77: 4030-4034 (1980);
documento EP 52.322; documento EP 38.676; patente estadounidense n.°
4.6169.794; documente EP 143.94G; patente estadounidense n® 5.021.234;
solicitud de patente japonesa 83-1180083; patentes estadounidenses n.®
4.485.045 y 4.544.545; y documento EP 102.324. Todas las referencias y
patentes citadas se incorporan como referencia al presente documento.

Los polipéptidos bG-CSF atrapados en liposomas pueden prepararse
mediante métodos descritos en, por ejemplo, el documento DE 3.218.121;
Eppstein &f al, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A,, 82; 3688-3392 (1985); Hwang
et al, Proc. Natl Azad. Sci. US.A., 77: 4030-4034 (1980); documentos EP
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52.322; EP 3AR.A78; patente estadounidznse n.® 4.616.794; documento EP
143,646, patente estadounidense n.® 5.021.224; solicitud de patente
japonesa 83-118008; patentes estadounidenses n.*® 4.485.045 y 4.544.545;
y documento EP 102.324. La composicion y el tamafio de los liposomas se
conocen bien o un experto hahitual en la técnica puede determinarlos
faciimente de manera empirica. Algunos gjemplos de liposomas se
describen en, por zjemplo, Park JW, =f al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
©2:1327-1331 (1995); Lasic D y Papahadjopoulos D (eds): MEDICAL
APPLICATIONS OF LIPOSOMES (1993); Drummond DC, et al, Liposomal
drug delivery systems for cancer therapy, =n Teicher B (2d): CANCER
DRUG DISCOVERY AND DEVELOPMENT (2002); Park JW, ef al, Clin.
Cancer Ras. 8:1172-1131 (2002); Nielsen UB, «f al, Biochim. Biophys. Acta
1591(1-3): 109-118 (2002); Mamot C, =f al, Cancer Res. 63: 31564-3161
(2003). Todas las referencias y patentes citadas se incorporan como
referencia al presente documento. Se han descrito varias formulaciones de
hG-CSF y las conocen los expertos habituales en la técnica.

La dosis administrada a un animal en &l contexto de la presente
invencion debe ser suficiente para producir una respuesta beneficiosa en el
sujeto a Io largo del tiempo. Generalmente, la cantidad farmacéuticamente
=ficaz total del polipéptido bG-CSF de la presente invencién administrada
por via parenteral por dosis estd zn el intervalo de aproximadamente
0,01 ng/kg/dia a aprovimadamente 100 pg/kg, o d2 aproximadamente 0,05
mg/kg a aproximadamente 1 mg/kg, de peso corporal del animal, aunque
esto depende del criterio terapéutico. La frecuencia de la dosificacion
también depende del criterio terapéutico y puede ser mas frecuente o menos
frecuente que los productos de polipéptide bG-CSF  disponibles
comercialmente aprobados para su uso &n animales. Generalmente, un
polipéptido bG-CSF pegilado de la invencidon puede administrarse mediante
cualquiera de las vias de administracion descritas anteriormente.

XV. Usos terapéuticos de los polipéptidos bG-CSF de la invencion
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Los polipéptidos b-GCSF de la invencion son Utiles para tratar una
amplia variedad de trastornos. La administracion de productos de hG-CSF
da como resultado la formacion de globulos hlancos &n seres humanos. Por
tanto, la administracién de polipéptidos hG-CSF de la presente invencién
puede ser Gtil para prevenir la infeccién 2n animales que estan en riesgo de
infeccion. Los polipéptidos bG-CSF de la presente invencidn pueden
administrarse a animales que tien.en una infacecién. Las infeccionas que
pueden tratarse con polipaptidos bG-CSF de la invencién incluyen pero sin
limitarse a, mastitis y fiebre de embarque. En una realizacion de la presente
invencién, se administra un polipéptido bG-CSF pegilado de la presente
invencién a un animal entre dos semanas y un dia antes del parto. En una
realizacion de la presente invencién, se administra un polipéptido bG-CSF
pegilado de la presente invencién a un animal entre dos semanas y un dia
antes del parto, y adicionalments se administra en el dia del parto o hasta
una semana tras ¢l parto. En una realizacién de la presente invencién, se
administra un polipéptido bG-CSF de la presentz invencidon a un animal
entrz dos semanas y un dia antes del parto. En una realizacién de la
presente invencidon, se administra un polipéptido hG-CSF de la presente
invencion a un animal entre dos semanas y un dia antes del parto, y
adicionalmente s= administra en el dia del parto o hasta una semana tras el
parto. En una realizaciéon de la presente invencion, se administra un
polipéptido hG-CSF pegilado de la prasente invencion a un animal entre una
semana y un dia antes del parto. En una realizacion de la presente
invencién, se administra un palipéptido bG-CSF pegilado de la presente
invencion a un animal entre una semana y un dia antes del parto, y
adicionalmente se administra en =l dia del parto o hasta una semana tras &l
parto. En una realizacién de la presente invencion, s& administra un
polipéptido bG-CSF de la presente invencidn a un animal entre una semana
y un dia antes del parto. En una realizacién de la presente invencién, se
administra un polipéptido bG-CSF de la presente invencién a un animal
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entre una semana y un dia antes del parto, y adicionalmente se administra
en el dia del parto o hasta una semana tras el parto.

En una realizacion de la presente invencidén, se administra un
polipéptido bG-CSF de la presente invencion a un animal entre dos semanas
antes y el dia del embarque. En una realizacion de la presente invencion, se
administra un polipéptido bG-CSF de la presente invencion a un animal
entré una semana y un dia antes del embarque. En una realizacion de la
presente invencién, se administra un polip&ptido bG-CSF de la presente
invencién a un animal entr2 una semana y un dia antes del embarque, y
adicionalmente se administra en el dia de embarque o hasta una semana
tras el embarque.

En una realizacion de la presente invencidén, se administra un
polipéptido bG-CSF pegilado de la presente invencion a un animal siste dias
antes del parto. En una realizaciéon de la presente invencion, se administra
un polipéptido bG-CSF pegilado de la presente invencién a un animal siete
dias antes del parto, y adicionalments se administra en el dia del parto o
hasta una semana tras &l parto. En una realizacion de la presente invencion,
s& administra un polipéptido bG-CSF pegilado de la prasente invencién a un
animal siete dias antes del parto, y adicionalmente se administra en el dia
del parto. En una realizacion de la presente invencion, se administra un
polipéptido bG-CSF de la presente invenciéon a un animal sicte dias antes
del parto. En una realizacién de la presente invencion, se administra un
polipéptido hG-CSF de la presente invencién a un animal una semana antes
del parto, y adicionalmente se administra en el dia del parto o hasta una
semana tras el parto. En una realizacion de la presente invencién, se
administra un polipéptido bG-CSF de la presente invencién a un animal una
semana antes del parto, y adicionalmente se administra en &l dia del parto.
En una realizacién de la presente invencidn, se administra un polipéptido
bG-CSF de la presente invencidn a una vaca antes de o en &l dia del parto
para prevenir la enfermedad en el ternero. En una realizacién de la presente

invencién, se administra un polipéptido bG-CSF pegilado de la presente
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invencion a una vaca antes de o en el dia del parto para prevenir la
enfermedad en el ternerc. En una realizacion de la presente invencidén, se
administra un polipéptido bG-CSF de la presente invencion a una vaca antes
del dia del partoe para prevenir la enfermedad en &l ternero. En una
realizacion de la presente invencion, se administra un polipéptido bG-CSF
pegilado de la presente invencion a una vaca antes del dia del parto para
prevenir la enfermedad en el ternero. En una realizacién, el polipéptido hG-
CSF de la presente invencion se administra en una dosis de 0,01; 0,02;
0,03; 0,04, 0,05; 0,06, 0,07; 0,0%; 0,09; 0,10; 0,11; 0,12; 0,13; 0,14; 0,15,
0,16; 0,17, 0,18; 0,19; 0,20; 0,21; 0,22; 0,23; 0,24; 0,25; 0,26; 0,27; 0,28;
0,29; 0,30; 0,31; 0,32; 0,33; 0,24; 0,35; 0,35; 0,27: 0,38; 0,39; 0,40; 0,41;
0,42; 0,43, 0,44; 0,45, 0,46; 0,47, 0,48, 0,49, o 0,50 ng/kg. En una
realizacion, el polipéptido bG-CSF pegilado de la presente invencion se
administra en una dosis de 0,01; 0,02; 0,03; 0,04; 0,05; 0,06; 0,07; 0,08;
0,09; 0,10; 0,11; 0,12; 0,13; 0,14; 0,15; 0,15; 0,17; 0,18; 0,19; 0,20; 0,21;
0,22; 0,23; 0,24; 0,25; 0,26; 0,27; 0,28: 0,29; 0,30; 0,31 : 0,32: 0,33; 0,34,
0,25; 0,36; 0,37; 0,38; 0,29; 0,40; 0,41; 0,42; 0,43; 0,44; 0,45; 0,46; 0,47;
0,42; 0,49; o 0,50 pg/ky. En una realizacion, el polipéptido bG-CSF de la
presente invencidn esta pegilado y se administra en una dosis de 0,01; 0,02;
0,03; 0,04; 0,05; 0,05; 0,07; 0,08, 0,09, 0,10; 0,11; 0,12; 0,13; 0,14; 0,15;
0,16, 0,17; 0,18; 0,19; 0,20; 0,21; 0,22; 0,23; 0,24; 0,25; 0,28; 0,27; 0,28;
0,29; 0,30; 0,31; 0,32; 0,33; 0,34; 0,35; 0,36; 0,37; 0,28; 0,3%; 0,40; 0,41;
0,42; 0,43; 0,44, 0,45; 0,46; 0,47, 0,48; 0,49, o 0,50 pg/kg. En una
realizacién, el polipéptido bG-CSF pegilado de la presente invencién esta
pegilade y s¢ administra =n una dosis d& 0,01; 0,02; 0,03; 0,04; 0,05; 0,08;
0,07; 0,08; 0,09; 0,10; 0,11; 0,12; 0,13; 0,14; 0,15; 0,18; 0,17; 0,18; 0,19;
0,20, 0,21, 0,22; 0,23; 0,24; 0,25; 0,26; 0,27; 0,28; 0,29; 0,20; 0,31; 0,32;
0,23, 0,24, 0,35; 0,36; 0,37; 0,28; 0,29; 0,40; 0,41; 0,42; 0,43; 0,44, 0,45;
0,46, 0,47; 0,48; 0,49; 0 0,50 ng/kg. En una rzalizacién, el polipéptido bG-

CSF de la presente invencién se administra en una dosis de 0,01 ng/kg. En
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una realizacion, el polipéptido bG-CSF pegilado de la presente invencion se
administra en una dosis de 0,01 pg/kg.

En una realizacidn, el polipéptido bG-CSF de la presents invencién se
administra en una dosis de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6, 0,7; 0,8, o 1,0 pa/kg.
En una realizacion, el polipéptido bG-CSF pegilado de la presente invencién
se administra en una dosis de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8, 0 1,0
ug/kg. En una realizacion, &l polipéptido bG-CSF de la presente invencién
esta pegilado y se administra en una dosis de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7;
0,8; 0 1,0 ng/kg. En una realizacién, el polipéptido bhG-CSF pegilado de la
presente invencion esta pegilado y s= administra en una dosis de 0,1; 0,2;
0,3, 0,4, 0,5,06; 0,7, 0,8, 0 1,0 ng/kg. En una realizacién, el polipéptido hG-
CSF de la presente invencion se administra en una dosis de 0,1 pg/kg. En
una realizacion, el polipéptido hG-CSF pegilado de la presente invencién se
administra en una dosis de 0,1 pg/kg. En una realizacién, &l polipéptido hG-
CSF de la presente invenciéon se administra en una dosis de 0,2 pg/kg. En
una realizacién, el polipéptido hG-CSF pegilado de la presente invencion se
administra en una dosis de 0,2 pg/kg. En una realizacion, &l polipéptido bG-
CSF de la presente invencién se administra en una dosis de 0,3 pg/kg. En
una realizacion, el polipéptido bG-CSF pegilado de la presente invencion se
administra en una dosis de 0,3 pg/kg. En una realizacién, el polipéptido bG-
CSF de la presente invencion se administra en una dosis de 0,4 pg/kg. En
una realizacion, el polipéptido hG-CSF pegilado de la presents invencion se
administra en una dosis de 0,4 pg/kg. En una rzalizacién, el polipéptide hG-
CSF de la presente invencion se administra en una dosis de 0,5 pg/kg. En
una realizacioén, el polipéptido bG-CSF pegilado de la presente invencién se
administra en una dosis de 0,5 pg/kg.

En una realizacién, =l polipéptido bG-CSF de la present= invencién s2
administraenunadosisde 1,2,3,4,5 68, 7,8, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18,19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 20, 31, 32, 323, 34, 35, 36,

37,38,39,40,1,2,3,4,5,86, 7,8 9 10, 11,12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19,
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20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 26, 37, 28, 39,
40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, &7, 58, 59,
60 ng/kg. En una realizacion, el polipéptido bG-CSF pegilado de |la presente
invencién se administra en una dosis de 1, 2, 2, 4, 5, 6,7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 13, 17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 24, 27, 28, 26, 30, 31, 32,
33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,40, 1,2, 3,4, 543, 7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
38, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 43, 46, 50, 51, 52, 53, 54, 55,
56, 57, 58, 59, 60 ug/kg: En una realizacién, el polipéptido bG-CSF de la
presente invencidon se administra en una dosis de 10 pg/kg. En una
realizacion, el polipéptido hG-CSF pegilado de la prasente invencion se
administra en una dosis de 10 pg/kg. En una realizacion, el polipéptido bG-
CSF de la presente invencidn se administra en una dosis de 20 ng/kg. En
una realizacién, ¢l polipéptido bG-CSF pegilado de la presente invencion se
administra en una dosis de 20 pg/kg. En una rzalizacion, el polipéptido bG-
CSF de la presente invencion se administra en una dosis de 30 pg/kg. En
una realizacién, ¢l polip&ptido hG-CSF pegilado de |a presente invencion se
administra en una dosis de 30 pg/kg. En una realizacién, el polipéptido bG-
CSF de la presente invencién se administra en una dosis de 40 ng/kg. En
una realizacion, el polipéptido bG-CSF pegilado de la presente invencién se
administra en una dosis de 40 pg/kg. En una realizacién, el polipéptido bG-
CSF de la presznte invencién se administra en una dosis de 50 pg/kg. En
una realizacion, el polipéptido bG-CSF pegilado de la presente invencion se
administra en una dosis de 50 ng/kg. En una realizacion, el polipéptido hG-
CSF de la presente invencidén se administra en una dosis mayor de 0,5
pg/kg. En una realizacién, <l polipaptido hG-CSF pegilado de la presente
invencion se administra en una dosis mayor de 0,5 ng/ka.

Las composiciones farmacéuticas que contienen bG-CSF pueden
formularse a una concentraciéon eficaz para su administracion mediante
diversos medios a un animal que experimenta trastornos caracterizados por

produccién de gidbulos blancos baja o defectuosa, o bien solos o bien como

75
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parte de un estado ¢ enfermedad. Las cantidades promedio del bG-CSF
pueden variar y en particular deben basarse en las recomendaciones y la
prescripcion de un veterinario cualificado. La cantidad exacta de bG-CSF es
cuestion de preferencia sujeta a factores tales como el tipo exacto de estado
que esta tratandose, =l estado del animal que esta tratdndose, asi como los
otros componentes en la compaosicién. La invencidn también proporciona la
administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de otro principio
activo. El experto habitual en la técnica puede determinar facilmentz la
cantidad que va a administrarse basandose en la terapia con bhG-CSF. El
bG-CSF de la presente invencidn puede usarse por tanto para estimular la
produccién de globulos blancos y para corregir los niveles disminuidos de
glébulos rojos. Lo mas comunments, los niveles de gldbulos blancos estan
disminuidos debido a cancer, infeccion o quimicterapia. También pueden
tratarse estados que pueden conducir a neutropenia en animales por lo
demas sanos, tal cofno un tratamiento anticipado con agentes
anticancerigenos. En genéral, cualquier estado que puede tratarse con hG-
CSF también podria tratarse con bG-CSF y/o conjugados de PEG:bG-CSF
de la presente invencién. La invencién también proporciona la
administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de otro principio
activo tal como un agente anticancerigeno quimioteradpico. Un experto en la
técnica puede determinar facilmente la cantidad que va a administrarse
basandose en la terapia con bG-CSF.

Las composiciones farmacéuticas de la invencidén pueden fabricarse

de una manera convencional.
EJEMPLOS
Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar, pero no para limitar,

la invencion reivindicada.

Ejemplo 1

25
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Seleccidn del sitio para la incorporacidn de aminoacidos no codificados de
manera natural en bG-CSF

Este ejemplo describe algunos de los muchos conjuntos de criterios
posibles para la selecciéon de sitios de incorporacion de aminoacidos no
codificados de manera natural en bG-CSF.

Se generd un modelo tedrico de GCSF bovino usando la estructura
cristalina de GCSF humano unide a receptores (PDB ID n.? 2D9Q). Las
coordenadas para esta estructura de GCSF humano estan disponibles del
Banco de Datos de Proteinas (PDB) (Bernstein ef al. J Mol Biol. 1997, 112,
pag. &35). Los posibles residuos para la substitucién incluyzn, pero sin
limitarse a, sitios de substituciéon conservativa y residuos con la mayor
accesibilidad del disolvente usando el programa Cx (Pintar «t al. (2002)
Bioinformatics, 18(7):980-4). Los sitios de sustitucidn conservativa
identificados para la substitucién con para-acetilfenilalanina incluyen, pero
sin limitarse a, residuos de tirosina, fenilalanina y arginina que contienen un
nucleo hidréfobbo con o sin carga. No se seleccionaron para su sustitucion
residuos que pueden ser estructuralmente relevantes, incluyendo pero sin
limitarse a, glicinas, prolinas y residucs implicados en la ocupacion de
extremos helicoidales. Tampoco se seleccionaron para su  sustitucidn
rasiduos en las regiones de unidén a receptor conocidas. La posicion 123
(Asp) y 141 (Thr) de SEQ ID NO: 1 pueden ser criticas para la interaccion
con un receptor. La posicién 7 (Arg) puede ser critica para ¢l plegamiznto
del polipéptida. La posicion 133 (Thr) es el sitio de glicosilacién unido =n O
en el G-CSF humano.

En algunas realizacion2s, unc 0 mas aminnacidos no codificados de
manera natural s incorporan &n una o mas de las siguientes posiciones &n
bG-CSF: antes de la posicidn 1 (es decir, en el extremo N terminal), 1, 2, 3,
4,56, 7,8, 9 10, 11, 12,13, 14, 15, 18, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45,
46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, A0, 61, 62, 63, 64, 85,
66, 67, 63, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85,
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84, 87, €8, §9, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 66, &7, 98, 99, 100, 101, 102, 103,
104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 11§, 116, 117, 118,
119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 122, 133,
134, 135, 1353, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148,
149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 158, 157, 158, 159, 130, 161, 162, 163,
164, 185, 165, 1687, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, A7E (es decir, en &l
extremo carborilo terminal de la proteina), y cualquier combinacion de las
mismas (SEQ ID NO: 1 o los amihoécidos corraspondizntes en SEQ ID NO:
2 0 los aminoacidos correspondientzs en otro polip&ptido bG-CSF).

En algunas realizaciones, uno 0 mas aminoacidos no codificados de
mansra natural se incorporan #n una 0 mas de las siguient2s posiciones de
bG-CSF: 3, 7, 11, 33, 423, 58, A2, 37, A9, 98, 99, 123, 124, 125, 133, 134,
136, 141, 159, 166, 169, 170, 173, y cualquier combinacidn de las mismas
de SEQ ID NO: 1 o los aminoacidos correspondientes en SEQ ID NO: 2. En
algunas realizaciones, uno o mas aminoacidos no codificados de manera
natural se incorporan &n una o mas de las siguientes posiciones de hG-CSF:
3, 7, 33, 42, 58, 62, 67, 69, 99, 123, 124, 133, 134, 141, 166, y cualquier
combinacién de las mismas (SEQ ID NO: 1 o los aminoacidos
correspondientes en SEQ ID NO: 2). En algunas realizaciones, uno o mas
aminoacidos no codificados de manera natural se incorporan en una ¢ mas
de las siguientes posiciones de bG-CSF: 3, 7, 32, 133, 166, y sualquier
combinacién de las mismas de SEQ ID NQ: 1 o los aminoacidos
correspondientes en SEQ ID NO: 2. En algunas r=alizaciongs, uno ¢ mas
aminoacidos no codificados de manera natural se incorporan en una ¢ mas
de las siguientes posiciones de bG-CSF; 62, 133, y una combinacién de las
mismas (SEQ ID NO: 1 o los aminoacidos correspondientes &n SEQ ID NO:
2). En algunas realizaciones, uno 0 mas aminodacidos no codificados de
manera natural se incorporan en la posicién 62 de hG-CSF (SEQ ID NO: 1 o
el aminoacido correspondientz en SEQ ID NO: 2). En algunas realizaciones,
uno o mas aminodcidos no codificados de manera natural se incorporan en
la posicion 133 de bi3-CSF (SEQ ID NO: 1 o el aminoacido correspondiente



wh

10

20

30

314

n SEQ ID NO: 2). En algunas realizaciones, =l polipéptido de la invencidn
comprande una o mas sustituciones, adiciones o deleciones de aminoacidos
naturales. En algunas realizaciones, s& incorporan unc 0 mas aminoacidos
no naturales en una secuencia lider o sefial que es N o C terminal con
respesto a SEQ ID NO: 1, 2, u otra secuencia de bG-CSF.

En algunas realizaciones, los aminoacidos que no se producen de
manera natural en una o mas de estas posicionzs se unen a un palimero
soluble en agua, incluyendo pero sin limitarse a, las posicionas: antes de la
posician 1 (es decir, en el extremo N terminal), 1,2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 20, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 36, 37, 338, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 80, 51,
52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 33, A4, 65, 66, 67, 68, 59, 70, 71,

72,73,74,75,76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, A3, 84, &5, &6, 87, 88, 89, 90, o1,
92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, &0, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108,

109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123,
124, 125, 126, 127, 128, 126, 130, 131, 132, 132, 134, 135, 136, 137, 138,
39, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 148, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153,
154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 131, 182, 183, 164, 165, 166, 157, 168,
1689, 170, 171, 172, 173, 174, 175 (es decir, en &l extremo carboyilo tarminal
de la proteina), y cualquier combinacion: de las mismas (SEQ ID NO: 1 o los
aminoacidos correspondientes en SEQ ID NO: 2 o los aminoacidos
carrespondientes en otro polipEptido bG-CSF).

En algunas realizaciones, el aminoacido que no se produce de
manera natural en una o mas de estas posiciones se une a un polimero
soluble en agua, incluyendo pero sin limitarse a, las posiciones: 3, 7, 11, 33,
43, 58, 82, 67, B9, 98, 99, 123, 124, 125, 133, 134, 136, 141, 186, 166, 169,
170, 173, y cualquier comhinaciéon de las mismas (SEQ ID NO: 1 o los
aminoacidos correspondizntes en SEQ ID NO: 2). En algunas realizaciones,
el aminoacido que no se produce de manara natural €n una o mas de estas
posiciones s& une a un polimero soluble en agua, incluyendo pero sin
limitarse a, las posiciones: 3, 7, 33, 43, £3, 82, 67, 69, 99, 123, 124, 133,
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134, 141, 166, y cualquisr combinacion de las mismas (SEQ ID NO: 1 o los
aminoacidos correspondizntes en SEQ ID NO: 2). En algunas realizaciones,
el aminoacido que no se produce de manera natural en una o mas de estas
posiciones se une a un polimero soluble en agua, incluyendo pero sin
limitarse a, las posiciones: 3, 7, 62, 133, 166, y cualquier combinacién de las
mismas (SEQ ID NO: 1 o los aminoacidos correspondientes en SEQ ID NO:
2). En algunas realizaciones, el aminoacido no codificado de manera natural
&N una o0 mas de estas posiciones se une a un polimero soluble en agua,
incluyendo pero sin limitarse a, 62, 133, y una combinacién de las mismas
(S8EQ ID NO: 1 o los aminoacidos correspondientes en SEQ ID NO: 2). En
algunas realizaciones, €l aminoacido no codificado de manera natural en la
posicién 62 se unz a un polimero soluble en agua (SEQ ID NO: 1 o el
aminoacido correspondiznte en SEQ ID NO: 2). En algunas realizaciones, el
aminoacido no codificado de manera natural en la posicion 133 se& une a un
polimero soluble en agua (SEQ ID NO: 1 o el aminoacido correspondiente
en SEQ ID NO: 2). En algunas realizaciones, el aminoacido que no se
produce de manera natural en la secuencia sefal o lider N o C terminal con
respecto a SEQ ID NO: 1, 2, u otra secuencia de bG-CSF se une a un
polimero soluble en agua.

Ejemplo 2
Clonacién y expresion de un polipéptido bG-CSF que contiene un
aminoacido no codificado de manera natural y que se produce en E. coli.

Este ejemplo detalla la clonacién y expresion de un polipéptido bG-
CSF que incluye un aminoacido no codificado de manera natural en E. coli y
los métodos para evaluar la actividad biolégica de polipéptidos bG-CSF
modificados.

Los expertos habituales en la técnica conosen métodos para clonar
bG-CSF. Las secuencias de polipéptido y polinucledtido para bG-CSF vy la
clonacién de bG-CSF en células huésped, asi como la purificacion de bG-
CSFm se detallan en la patente estadounidense n.° 5.849.882, que se
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incorpora como referencia en su totalidad en el presente documento, y
Heidari et al. Veterinary Immunology and Immunopathology (2001) 81:45-57.

El ADNc¢ que codifica para bG-CSF maduro se muestra como SEQ ID
NO: 3. El polipéptido codificado por esta secuencia se muestra como SEQ
ID NO: 1.

El ADNc que cadifica para el bG-CSF maduro con una metionina €n
el extremo N terminal se muestra como SEQ ID NO: 4. El polipéptido
codificado por esta secuencia se muestra como SEQ ID NO: 2.

Se usa un sistema de traduccion introducido que comprends un ARNt
ortogonal {Q-ARNt) y una aminoacil ARNt sintetasa ortogonal (O-RS) para
expresar bG-CSF que contiene un aminoacido no codificado de manera
natural. La O-RS aminoacila preferentemente €l O-ARNt con un aminoacido
no codificado de manera natural. A su vez, el sistema de traduccion inserta
el aminoacido no codificado de manzra natural en bG-CSF, en respuesta un
codén selector codificado. Secusncias adecuadas de O-RS y O-ARNt se
describen en el documento WO 2006/063802 titulado “Compositions of
Aminoacyl- tRNA Synthefase and Uses Thereof (E9--SEQ ID NO: 22 y
D286R mutante de ES--SEQ ID NO: 24 en esta solicitud) y el documento
WO 2007/0212¢7 titulado “Compositions of tRNA and Uses Thereof (Fi 3;
SEQ ID NQ: 23 en esta solicitud), que se incorporan como referencia en su
totalidad en el presente documentn.



317

Tabla 2: Secuencias de O-RS y O-ARNt.

SEQ IDNO:S

M. jannaschii miRNA ngA

- ARNE
TR ID TG HIADOS; wn ARHI supresor dmbai oprimizado ARM
SEQID HO:7 ALY wn ARNY svpmegar de ¢ ;‘zpla'_;ai.m.znlo de marco AGGA opii ‘;xi:‘a;J.) RN
SEQID TR dnnacactl- ARNE smizeza para b deorporactsa da p-acido-L Senilalanina R’S
pAs-PheRS(6)
SEQ 1D HO:8 ’ Ansinaucil ARME sinteaza parala in;*arpom.:icin de p-b2azoil -L-f-;»nilula'ni'n;: FS

pripaks(l)

SEQ [DINO:L0

——— s 2,

mingacil ARME cine202a para la iacorparacidn de prapaegil-fenilaloning proparsil-Phe RS

RS

SEQID NO:11

Aspiroacil ARNt sintzaza pava la incorporacion dz propargil-fonilalaning propaigil-Phe RS

K8

SEO ID NO:12

Aisineactl ARN, sinteczs para lo incorparaciin de prapargil-fenilalamna propargil- Fhe RS

SEQIDHO:12

Aminoazil ARNi sintcazo para la incarporacion de p-azido-fonilaloning

peAz-PheRS(1)

SEQID Lonl4

Aminaacil ARNi sintzazo para la incorporacisn dz p-acido fenilalaning

poAz-Phel’S{3)

SEQID ML

Aminoacil ARNt simeaza gara la incorporacidi de p-aztdo jesilatanna.

peAz-PheRS(3)

SEQ D116 Aminoasil ARNE sinteaza paia la incorparacisn Ae p-azido fenilalaning RN
fole-FHRliisy :

SEQIMED:? Awainaacil ARN sinieaze para la incorparacisn de p-acaiil fenilalanina (LWI) RS

SEQIDNCx I8 Amincacil ARN sintzaza [:m}a la }:;wcorr-fll;aci(’»n e pageil /}I{f/{!/a}l{lla s o RS

SEQ MMt " Amincacil ARN sittcuza para la incorpora: i de ,r.;-;';ccv.'i/ Jentlalaning (T1W6) R&

SEQ D MO20 "",bnihc.zcil41/.‘}'1:‘ shiicaza rara la l'IIC‘)f/;;.{{}?CI'dII <;':.;npv-a_=:1d.y f2nil . "f‘ hefiS-5) RS

SEQ D MO21 ' .')/;xi,;z.zacil :'IRNI cinteaze para lo incorporacion ¢z p-aziﬁ/b-f;ur'il.v':ﬂlamna {'.".':th?l'kx'g-i") RS




wh

10

20

25

318

La transformacién d= E. coli con plasmides que contienen la
secuencia de polinucledtido da hG-CSF modificado y =l par aminoacil ARNt
sintetasa/ARNt ortogonales (especifico para el aminoacido no codificado de
manera natural deseado) permite la incorporacién especifica de sitio del
aminoacido no codificadae de manezra natural en el polipéptide bG-CSF. El
plasmido usado para la expresién de bG-CSF se muestra como figura 1. El
gen de interés mostrado como egjemplo es bG-CSF con un codan selector
(ambar) que reemplaza al codén que codifica para T 133. El polipéptida con
para-acetilfznilalanina en la posicién 133 se denomina bG-CSF T133pAF.
Plpp - promotor constitutivo de E. coli; Pro cluster - copias en tandem d2
ARNt para prolina de E. coli; FI 3 cluster - copias en tandem de un ARNt
para tirosina de Methanocaccus jannaschii modificado del documenta WO
2007/021297; E9 RS (D28AR) - tirosil ARNt sintetasa de Methanococcus
Jannaschii del documento WO 2006/068202; TV pro — promotor de TV,
terminador de T7; ori - origen de replicacién; secuencia de bla (ap) — gen de
resistencia a ampicilina.

Codon Devices, Inc, cloné y posteriorments subcloné polinucleétidos
que codifican para bG-CSF de tipo natural o uno de los 18 polipéptidos
mutantes en el vector pVK6. Cada constructo generado tenia un codon
selector, un codén ambar, en una posicién diferente. Los polipéptidos bG-
CSF resultantes tenian el aminoacido no codificado de manera natural, para-
acetilfenilalanina (pAF; pAcF), que sustituia al aminoacido codificado de
manera natural &n una de las siguientes posiciones: L3, R7, E33, H43, Q§8,
SA2, Q67, L6%, L99, D123, L124, T133, Q134, T141 y R166 (Ios nimeros de
posicion se reficren a SEQ ID NO: 1). Puesto que cada uno de los
polipéptidos b-GCSF mutantes generados tenian cada uno una metionina &n
el extremo N terminal (véase la SEQ ID NO: 2 para la secuencia de tipo
natural del G-CSF bovino con la metionina en el extremo N terminal), los
polipéptidos b-GCSF exprasados tenian sustituciones de aminoacidos no

naturales en el numero de posicidon +1 (por gjemplo, un mutante tenia la
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leucina en la posicidon 4 d= SEQ ID NO: 2 sustituida por pAF). Tras la
verificacién de la secuencia, se transformaron los plasmidos en células
W23110 B2, y se hicieron crecer las colonias en placas con ampicilina. La
informacién de la linga celular de E. coli s& muestra como figura 2. Estas
colonias se usaron para inocular 5 mL de LB con una dilucién 1 : 1000 de
cultivos de ampicilina, que se hicieron crecer a 37°C hasta una
D.0.500 =0,8. Entonces se afadié pAF (para-acetilfenilalanina) a los 15
cultivos diferentes hasta una concentraciéon final d= 4 mM. Tras
aproximadamente 30 minutos, se indujeron los cultivos con L-arabinosa
hasta una concentracién final del 0,2%, y se incubaron los cultivos a 37°C
durante otras 5 horas. En ese momento, se tomé una muestra de 5§00 L de
cada cultivo y se centrifugd a 13.000 rpm durante 4 minutos. Se desechd =l
sobrenadante y se resuspendié el sedimento en 150 uL de B-PER con | pl
de ADNasa y se incubd a temperatura ambiente durante la nochz. A la
mafana siguiente, se afiadi6 4X tampdn de muestra LDS (Invitrogen,
Carlsbad, CA), se calentaron las muestras hasta 95°C durante 5 minutos, y
se afadié 10X agente reductor de muestras (Invitrogen, Carlsbad, CA).
Entonces se resolvieron las muestras mediante SDS-PAGE en geles en
gradiente al 4-12% (Invitrogen, Carlshad, CA) en tampén MES y se
visualizaron usando Simply Blue SafeStain (Invitrogen, Carlsbad, CA). La
figura 3 muestra las muestras gzneradas a partir de cultivos de tipo natural y
mutantes de bG-CSF tras el analisis en gzles en gradiente al 4-12% y tincién
con Coomassie.

Solubilizacion de la preparacién de cuerpos de inclusion

Se resuspendid la pasta celular mezclando hasta un contenido en
solidos final del 10% en tampon | de cuerpos de inclusion (Cl) a 4°C (Tris 50
mM pH 8,0; NaCl 100 mM; EDTA 1 mM; Triton X-100 al 1%a; 4°C). Se lisaron
las células haciendo pasar el material resuspendido a través de un
microfluidizador un total de dos vecss. Se centrifugaron las muestras a
10.000 g durante 15 minutos a 4°C, y s decanté el sobrenadante. Se lavo el
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sedimento de cuerpos de inclusién (Cl) resuspendiende =n un volumen
adicional de tampoén | de Cl (Tris 50 mM pH 8,0; NaCl 100 mM; EDTA 1 mM;
Triton X-100 al 1%; 4°C) y se hizo pasar el material resuspendido a través
de un microfluidizador a total de dos veces. Entonces se centrifugaron las
muestras a 10.000 g durante 15 minutos a 4°C, y se decanté el
sobrenadante. Se resuspendié el sedimento de Cl en un volumen de tampén
It (Tris 50 mM pH 8,0, NaCl 100 mM; EDTA 1 mM,; 4°C). Tras la
rasuspension, se centrifugaron las muestras a 10.000 g durante 15 minutos
a 4°C, y se decant6 =l sobrenadante. Entonces se resuspendid el sadimento
de Cl en un volumen Vi de tampén If (Tris 50 mM pH 8,0; NaCl 100 mM;
EDTA 1 mM; 4°C). Luego se tomaron alicuotas de Cl afadiéndolos en
recipient=s adecuados. Se centrifugaron las muestras a 10.000 g durante 15
minutos a 4°C, y se decantd el sobrenadants. Entonces los cuerpos de

inclusién se solubilizaron o s& alimacenaron -80°C hasta su uso adicional.

Solubilizacién de los cuerpos de= inclusién

Se solubilizaron los cuerpos de inclusion hasta una concentracidn
final de entre 10-15 mg/mL en tampon de solubilizacién (Tris 20 mM, pH 8,0,
guanidina 8 M; O-ME 10 mM). Se incubaron los Cl solubilizados a
temperatura ambientz con mez:clado constante durante 1 hora hasta que se
solubilizaron completamentz. Se ajustd la concentracién de proteinas
mediante dilucion con tampén de solubilizacién adicional si la concentracion
de proteina era alta.

Replegamisnto

Se realizé el replegamiento diluyendo las muestras hasta una
concentracion de proteinas final de 0,5 mg/mL en arginina 0,5 M pH 8,0;
4°C. Se dejé que las mue‘stras se replegaran durante de 48 a 72 horas a
4°C.

Purificacién
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Se afadid a las muestras (NH;).SO, sélide hasta una concentracion
final del 20% con mezclado suave. Se mezclaron suavemente las muestras
a 4°C durante 30 minutos. Se sedimentd la proteina precipitada (que
contenia bG-CSF) madiante centrifugacién a 12.000g durante 15 minutos.
Se eliminé el sobranadante, y se resuspendié el sedimento en 1/2 volumen
de replegamiento NaAc 20 mM, pH 4,5. No todo el sedimento volvié a la
disolucion. Sélo volvié a la disolucion el kG-CSF. Se sedimenté el material
no solubilizado mediante centrifugacion a 12.000 g durante 15 minutos. Se
decantaron las muestras y se guardé el sobrenadante. Se filtré el material de
bG-CSF a través de un filtro de 0,45 um. Entonces se cargé el material en
una columna CM FF (GE Healthcarz) equilibrada en tampon A (NaAc 20
mM, pH 4,5). El material era <10m/S antes de la carga en la columna. Se
eluyé el bG-CSF de la columna con un gradientz lineal en 10 volimenes de
columna hasta el 100% de tampén B (NaAc 20 mM, pH 4,5; NaCl 500 mM).
La figura 4 muestra andlisis de SDS-PAGE tefiido con Coomassie de
fracciones pico de la columna CM FF ejecutada con bG-CSF-T133pAF.

Pegilacién y purificacion

Se ajustod el pH de la combinacién de CM a pH 4,0 con acido acético
glacial al 50%. Entonces se concentrd la combinacion hasta
aproximadamente 4,0 mg/mL de proteina. Se afadié a la combinacién un
exceso molar d2 12:1 o 8:1 de hidrovilamina-bG-CSF PEG. Se incubb la
mez=cla a 28°C durante 48-72 horas. Entonces se diluyé la mezcla 8-10
veces con agua (< 8 m/S) y luego se cargd en una columna de SP HP (GE
Healthcare) equilibrada en tampén A (NaAc 20 mM, pH 4,5). Se eluyd &l bG-
CSF pegilado con un gradiente lineal en 40 volimenes de columna hasta el
100% de tampén B (NaAc 20 mM, pH 4,5, NaCl 500 mM). La figura 5
muestra el analisis de SDS-PAGE de fracciones pico a partir de la columna
SP HP para hG-CSF-T133pAF pegilado. Tamhi2n puede usarse etilenglicol

al 8%, por gjemplo, 2n el tampén de elucidn.
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Se agruparon las fracciones de bG-CSF pegilado y se dializaron
frente al tampédn de formulacion de bG-CSF (NaAc 4,28 mM, pH 4,0; NaCl
0,565 mM; Tween 20 al 0,0033%; sorbital al 5%). S& concentrd el matarial
de PEG hasta entre 6-8 mg/mL de protzina y se esterilizé por filtracién
usando un filtro PES de 0,22 pm. Se almacend la proteina a 4°C o se
sometié a congelacion subita y se almacend a -80°C para almacenamiento
prolongado. La figura 8 muestra el andlisis de SDS-PAGE de b-GCSF antes
de y tras la pegilacion. Carrit 1. bG-CSF-T133pAF; carril 2. bG-CSF-
T133pAF-20KPEG; carril 3: marcador de peso molecular SeeBlue Plus 2.

Mapeo de péptidos (tripsina/endoproteinasa Glu-Q de bG-CSF)

Se realizd el mapeo de péptidos para confirmar la incorporacién de
para-acetilfenilalanina (pAF) en un polipéptido hG-CSF. Se diluyeron bG-
CSF T133pAF purificado antes de la pegilacion y bG-CSF de tipo natural
hasta una concentracion final de guanidina-HCI 6 M, Tris &0 mM pH 7,8 y se
redujeron con DTT 10 mM a 37°C durante una hora. Se alquilé la muastra
con IAA 20 mM durante 40 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente,
y s& extinguié la reaccién con la adicién de DTT 20 mM final. Se dializé el
material en bicarbonato d= amonio 100 mM pH 7,7 y se traté con tripsina
1:50 (proteina:enzima) durante cuatro horas a 37°C. A esta reaccién le
siguié la adicién de Glu-C 1 : 20 durante la noche a 25°C. Se extinguié la
digestion con la adicién de TFA para obtener una concentracién final del
0,1%. Se aplicd la muestra en una columna en fase inversa Grace Vydac C8
en tandem oon un  espectrémetro de masas con trampa idnica
ThermoFinnigan LCQ Deca. El gradiente comenzé en el 98% de fase mévil
A (TFA al 0,05% =n agua) de manera isocratica durante ocho minutos y
luego disminuyd hasta el 30% de fase moévil B (TFA al 0,05% en acetonitrilo)
a lo largo de 90 minutos con detzccién a 214 nm y 250 nm. Se aplicd una
velocidad de flujo de 0,2 mL/min y una temperatura de la columna de 40°C.
Se fijé el voltaje capilar a 15 V con intervalo de barride completo de 100-
2000 m/z. El voltaje de colisidn para EM/EM fue el 42% del normalizado.
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La figura 7a muestra el digesto de tripsina/Glu-C de bG-CSF de tipo
natural (deteccidn a 214 nm). La figura 7b muestra el digesto de tripsina/Glu-
C dz bG-CSF T133pAF (deteccién a 214 nm). Se muestra el aumento de
hidrofobicidad de la treonina con respecto a la sustitucion de pAF (para-
acetilfenilalanina). Para bG-CSF de tipo natural, el tiempo de retencién del
péptido que contizne T133 fue de 42,79 minutos; para bG-CSF T133pAF, se
desplazo el péptido qu= contiene T122pAF y tuva un tiempo de retencion de
46,89 minutos.

La figura &a muestra =l digesto de tripsina/Glu-C de bG-CSF de tipo
natural (deteccién a 250 nm). La figura 8k muestra el digesto de tripsina/Glu-
C de hG-CSF T133pAF (deteccién a 251 nm). Con analisis a 250 nm, las
sefales de proteina/p&ptido son bajas, pero la sefial debida a pAF es fuerte.
El péptido que contiene T132 pAF se indica en la figura 8b con un tiempo de
retencion de 46,89 minutos.

Mapeo de péptidos (endoproteinasa Glu-O de bG-CSF)

Se diluyd bG-CSF T133pAF purificado antes de la pegilacién hasta
una concentracién final de guanidina-HCI 6 M, Tris 50 mM pH 78 y se
redujo con DTT 10 mM a 37°C durante una hora. S& alquild 1a muestra con
IAA 20 mM durante 40 minutos 2n la oscuridad a temperatura ambiente, y se
extinguid la reacciéon con la adicion de DTT 20 mM final. Se dializé el
material en bicarbonato de amonio 100 mM pH 7,7 y se tratd con Glu-C 1 :
20 (proteina: enzima) durante la noche a 25°C. Se extinguié la digestién con
la adicion de TFA para ohtener una concentracién final del 0,1%. Se aplico
la muestra en una columna en fase inversa Grace Vydac C8 en tandem con
un espectrometro de masas con trampa iénica ThermoFinnigan LCQ Deca.
El gradiente comenzé en el 98°% de fasz mévil A (TFA al 0,057 2n agua) de
manera isocratica durante ocho minutos y luego disminuyé hasta el 5055 de
fase movil B (TFA al 0,05% en acetonitrilo) a 1o largo de 90 minutos con
deteccion a 214 nm y 250 nm. Se aplicd una velocidad de flujo de 0,2

mL/min y una temperatura de la columina de 40°C. Se fijo el voltaje capilar a
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15 V con intervalo de barrido complete de 100-2000 m/z. El voltaje de
colisién para EM/EM fue el 42% del normalizado.

La figura 9a muestra =l digesto de Glu-C de bG-CSF de tipo natural
(deteccion a 214 nm). La figura 9b muestra el digesto de Glu-C de hG-CSF
T133pAF (detaccion a 214 nm). Para bG-CSF de tipo natural, el péptido que
contiene T133 tuvo un tiempo de retencién de 52,04 minutos; para T133pAF
bG-CSF, el péptido que contiene T133pAF tuve un tiempo de retencidn de
53,95 minutos.

La figura 10a muestra el digesto de Glu-C de bG-CSF de tipo natural
(deteccion a 250 nm). La figura 10b muestra el digesta de Glu-C de bG-CSF
T133pAF (detecciéon a 250 nm). Con &l analisis a 250 nm, las sefiales de la
proteina/péptido son bajas, pero la sefal debida a pAF es fuerte. El péptido
que contiene T133 pAF se indica en la figura 10b con un tiampo de retencién
de 53,95 minutos.

Analisis de RP-HPLC y SEC-HPLC de polipéptidos bG-CSF

Se usaron RP-HPLC y SEC-HPLC para analizar la pureza y para
determinar la identidad de las muestras tras la purificacién. Se diluyé PEG-
bG-CSF T133pAF de 20K hasta 1 mg/mL con tampon de formulacion
(acetato de sodio 4,26 mM pH 4,0, cloruro de sodio 0,565 mM, Tween-20 al
0,0033% y sorbitol al 5%) y se inyectaron 10 pL en una columna en fase
inversa (C8) de octilo de poro ancho J. T. Baker (4,6 ¥ 100 mm, 5 um). El
gradiente comenzd con el 50% de fase mavil A (TFA al 0,1% en agua) y
aumentd hasta el 70% de fase movil B (TFA al 0,1%, en acetonitrilo) a lo
largo de 26 minutos. Se regenerd la columna con un 90% de fase movil B
durante 4 minutos y se reequilibré con un 50% de fase mavil A a lo largo de
5 minutos. Se aplicaron una velocidad de flujo de 1,5 mlL/min y una
temperatura de la columna de 60°C con detaccion a 214 nm. Se realizé el
analisis usando el software Agilent Chemstation. La tabla 3 muestra el pico
principal (PEG-bG-CSF T133pAF de 20K) con un tiempo de retencion de
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8,50 minutos. Mediante el calculo del %% del area, se obtuvo que &1 91,2%; de
la muestra 2ra b-GCSF pegilado.

- TABIA 4
| Tisinpe (minatie)’ | Acea | Area%
4.2 50.6 0.8
5.0 20.0 0.3
6.8 155.2 2.0
7.3 99.7 1.3
8.0 121.2 1.5
8.5 7245.0 | 91.2
9.3 87.9 1.1
9.7 31.9 0.4
10.1 135.5 1.7

También se analizé el G-CSF que no estaba pegilado mediante RP-
HPLC. La tabla 4 muestra el pico principal (bG-CSF T133pAF) con un
tiempo de retencion de 8,893 minutos. Mediante el calculo del % del area, se
obtuvo que el 64,3% de la muestra era bG-CSF T133pAF.

B TABLA 4
Tismes (minotos) | Agea | Area%

56 1143 | 18
7.4 174 | 02
8.1 122 | 02
8.2 136 | 0.2
8.3 137 | 02
8.9 46221 | 64.3
9.3 930.8 | 130

10.2 13.9 0.2

10.2 12.9 0.2

10.8 1151.5 16,0

1.1 273.9 3.8

11.8 10.0 3.1
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También se analizé PEG-bG-CSF T133pAF de 20K mediante SEC-
HPLC. Se inyectd la muestra pura (2 pl) @n una columna de evclusion
molecular Tosohaas TSK Super SW3000 (4,8 » 300 mm, 4 pm 250A usando
un gradiente isocratico de 25 minutos. La fase mévil contiene un 979 de
fosfato de sodio 83 mM pH 7,0 y un 3% de 2-propancl. Se aplicd una
velocidad de flujo de 0,2 mL/min y una temperatura de la columna de 25°C
con deteccion a 214 nm. Se realizd 2l analisis usando el softwars Agilent
Chemstation. La tabla 5 muestra el pico principal con un tiempo de retencidn
de 9,157 minutos. Mediante &l calzulo del °: del area, se obtuvo que el
98,3% de la muestra era PEG-bG-CSF monomérico. Véase la figura 11 para
el analisis de SEC-HPLC del polip&ptido pegilado.

TABLA §
Tempo (minuto3) | Area | Area%
1.0 50.3 0.1
g.2 2238.0 0.6
9.2 36454.5 | 98.3
10.1 361.4 1.0

También se analizé el bG-CSF que no estaba pegilado mediante
SEC-HPLC. La takla & muestra el pico principal con un tiempo de retencion
de 13,125 minutos. Madiante el calculo del °; dal area, se obtuvo que el
99,07 d= la muestra @ra bG-CSF T133pAF monomérico. Véase la figura 12
para el analisis de SEC-HPLC del polipéptido.

| . TABLA_ 6

fTiempc« (miruto3) 1 Area | Area%
10.4 10.0 0.0
11.1 6.8 0.0
11.7 178.2 0.5
12.8 120.5 0.4
13.1 335142 | 99.0

5

H
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También se realizé el analisis de ESI-TOF de alta precision (Agilent
Technology) del polipéptido bG-CSF para confirmar la identidad del
polipéptide bG-CSF. Se dializé el bG-CSF T133pAF purificado en acido
formico al 0,1%. Se aplicé la muestra en un cartucho C-18 durante un
minuto con agua y luego se =luyd con acetonitrilo al 50% en agua. El tiempo

de ejecucion total fue de tres minutos con una velocidad de flujo de 0,3

‘mL/min. Se fij¢ el voltaje capilar ESI a 4 KV, y se fijd el voltaje del

fragmentador MSTOF a 300 V. Se llevd a cabo la deconvolucién de la
envolvente del estado de carga escan=ada para proporsionar un valor de
MH+. El valor de& MH+ PM esperado fue de 19145, El valer de MH+ PM
observado fue de 19146.

Ensayo de proliferacion con M-NFS60

Para evaluar la potencia de las moléculas de bG-CSF, se realizé un
ensayo de proliferacién con la linea celular M-NFSE0. La linea celular se
adquirié de la ATCC (n.° de catalogo CRL-1838). Se descongelaron las
células y se mantuvieron en RPMI 1640 + FBS al 10% + penicilina /
estreptomicina + 2-mercaptoetanol 50 uM + miL-3 20 ng/mL (Invitrogen,
Carlshad, CA; mIL3 de BD Pharmingen n.° de catalogo 554579). Se
dividieron las células cada dos dias y se sembraron a 0,02x10° células/mL.

El dia antes del ensayo, se dividieron las células hasta 0,1x10°
células/mL. Tras 16-24 horas, s& sembraron las células en medio de ensayo
en placas negras, de fondo plano, de 96 pocillos, a 10.000 células/pocillo y
se afadieron por duplicado diluciones en serie de los compuestos de hG-
CSF. El volumen total por paocillo fue de 100 pL, y el medio de ensayo fue
RPMI 1640 + FBS al 10% + P/S. También se afadisron patrones por
duplicado, tales como Neupogen® y bG-CSF de tipo natural, para cada
placa. Entonces se incubaron las placas a 37°C, CO: al 5% durante 42
horas. Tras esta incubacién de 42 horas, se afadizron 10 ul/pocillo de
Alamar Blue (Biosource n.° de catalogo: DALl IQO) y se incubaron las

placas durante otras 6 horas a 37°C, CO: al 5%. Entoncas se centrifugaron
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las placas a 4000 rpm durante 2 minutos a temperatura ambiente para
eliminar cualquier burbuja d=z aire. Se leyeron las placas en el fluorémetro
Tecan con parametros de excitacién a 535 nm y emisién a 590 nm. Se
envolvieron las placas en papel metalizado para evitar la exposicion a la luz
del colorante Alamar Blue sensible a la luz.

Para el analisis de los datos, se realizé un promedio de diluciones en
serie por duplicado para cada compuesto, y se calcularon los valores de
CES0 en SigmaPlot. Se enumeraron los valores de CES0 sin procesar para
todos los compuestos y se calcularon las diferencias en veces (se
compararon compuestos de GCSF hovino pegilade con bG-CSF de tipo
natural). Los experimentos s& realizaron multiples veces para establecer un
CV dentro del ensayo <20% y un CV entre ensayos <30°%. Figura 13/tabla 7
= Ensayo de proliferacion con M-NFSA0 — valoras de CE50 sin procesar de
G-CSF T133pAF bovino pegilado de 20K y de tipo natural. Figura 14/tabla &
= Ensayo de proliferacién con M-NFSA0 — diferencias de CES50 &n veces de
G-CSF T123pAF bovino pegilado de 20K frente al tipo natural.

Se sometieron a ensayo otras molaculas de bG-CSF que comprendan
una sustitucién de aminoacido no codificado de manera natural. La tabla 9
muestra los valores de CE50 promedio obtenidos.
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UTABLA 7
20K PEG-
bT133
WT bG- [lote
Neupogen | Neulasta | CSF NK2]
‘ Avg EC50
| RESUMEN . [hg/ml] 0.025 0.077 0.053 0.27
ShD 0.005 0.004 0.005 0.042
CcV 18% 5% 4% 16%
N L 4 5 16 2
TABLA 8
) 20K PEG-
bT133
WT bG- [ Lote
Neupogen | Neulasta | CSF NK2]
Fold Diff
RESUMEN ECS0 [X] 1.0 3.2 1 5.1
SD 0.0 0.7 0 0.5
cv 0% 22% 0% 9%
N 14 5 12 2
TABLA 9 -
Ava EC50
_ Valores SD CvV
Neupogen 0.025 0.005 | 15%
WT bG-CSF 0.053 0.005 9%
Nezulasta 0.077 0.004 5%
20kPEG-bSH2 0.150 0.005 5%
20kPEG-bT133
[NK1] 0.259 0.045 | 17%
20kPEG-bT133
[MK2] (0.270 0.042 | 18%
20EPEG-bRY 0.5344 0.073 | 21%
20kPEG-bR16A 0.203 0033 | 9%
20kPEG-hL3 0477 0,021 175
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Tincién con CD11b de neutréfilos bovinos

Se afadieron 50 ul de sangre bovina a una placa de 96 pocillos de
poliestirenc no tratada (Cal Poli Pomona). Se estimularon las células
afladiendo 50 ul de Nzupogen® Neulasta®, o bG-CSF-T133pAcF-20K PEG
diluido en PBS (de 200 ng/mi a 0,00l ng/ml final). Se mezclé suavemente la
disolucion y se incubd durante 30 minutos a 39°C en un incubador de COx.
Se afiadieran 20 ug/ml de anticuerpo primario a las células (CD11b de raton
anti-bovino: MM12A, VMRD). Se incubaron las células a 4°C durante 30
minutos. Se centrifugd la placa de ensayo a 800xg durante 2 minutos, y s2
desechd el sobrenadante. Se lisaron los eritrocitos durante 1 minuto
afadizndo 150 ul de disolucién de lisis frio (fosfato 0,15 M, pH 7,2), y se
restaurd la isotonicidad afadiendo 50 ul de disclucidon de restauracién
(fosfato 0,16 M, NaCl 0,5 M, pH 7 ,4). Se centrifugé de nuevo la placa, y se
desechd el sobrznadante. Se repitio =l procedimiento de lisis hasta que se
eliminaron todos los glébulos rojos que eran visibles. Se lavaron las c2lulas
con 200 ul de tampén FACS dos veces (1xPBS, HEPES 2,5 mM, azida de
sodio al 0,1%, FBS al 2,0%) y se resuspendieron en 100 ul de tampédn
FACS. Se anadieron 20 ug/ml de anticuerpo secundario (13G1 de cabra anti-
raton, ads-PE humano) y se incubdé a 4°C durante 30 minutes en la
oscuridad. Se sedimentaron y se lavaron las células dos veces y se
resuspendieron en 200 ul de tampdn FACS. Se usé el instrumento FACS
Array de BD para adquirir 50.000 eventos y contar las células positivas para
CD11b.

La figura 15 muestra los resultados del experimento en el qus se
tifieron neutréfilos bovinos con anticuerpo CD11b para evaluar su capacidad
de respuesta a diversas moléculas. Se usé la intensidad madia de
fluorescencia (IMF) para granulocitos para determinar el nivel de
presentacién de CD11b presentacion en la superficie celular. El % de IMF es
un valor normalizado en relacidn con un grupo control no estimulado. Se

generaron curvas de respuesta a la dosis y valores de CES0 para
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Neupogen, Neulasta y bG-CSF T133pAF-20K PEG basandose &n un ajuste
de 4 parametros. El valor d= CES0 para Neupogen® fue de 3,18 ng/ml. Para
Nzulasta®, el valor de CES0 fue de 2,84 ng/ml, y para bG-CSF T133pAF-
20K PEG, el valor de CE&O0 fue de 6,23 ng/ml.

Ejemplo 3
Introduccion de un aminoacido que contiene carbonilo y reaccién posterior
con un PEG que contizshz aminooxilo

Este ejemplo demuestra un método para la generacion de un
polipéptido hG-CSF que incorpora un aminoacido no codificado de manera
natural que contiens cetona que posteriormente se hace reaccionar con un
PEG gue contiene aminooxilo de aprosimadamente 5.000 de PM. Se
sustituye por separado cada uno de los residucs antes de la posicion 1 (es
decir, en el extremo N terminal), 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 24,
35, 35, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, &2, &3, &4,
55, 56, 57, 58, 59, B0, A1, 62, 63, A4, A5, AB, AT, B3, 89, 70, 71, 72, 73, 74,
75,76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, €7, 88, 89, 90, 91, 92, ©3, 94,
g5, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110,
111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125,
128, 127, 128, 129, 130, 131, 1232, 133, 134, 135, 134, 137, 138, 139, 140,
141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155,
1586, 157, 158, 150, 150, 161, 162, 1683, 154, 165, 1586, 167, 168, 169, 170,
171, 172, 173, 174, 175 (es decir, en el extremo carboxilo terminal de la
proteina), y cualquier combinacién de los mismos (SEQ ID NO: 1 o los
aminoacidos correspondientes en SEQ ID NO: 2 o los aminoacidos
correspondientes en otro polipéptido bG-CSF) por un aminoacido no

codificado de manera natural que tiene la siguiente estructura:

0o

I

HoN CO,H

2



10

30

332

Las secuencias utilizadas para la incorporacién especifica de sitio de
p-acetilfenilalanina en bG-CSF son SEQ ID NO: 3 6 4 (bG-CSF), y SEQ ID
NO: 23 6 5 (mutfRNA, M. jannaschii mtRNA™cya), y SEQ ID NO: 22, 24, 17,
18, 19 (TyrRS LWI, 5 & 6) descritas en el ejemplo 2 anterior.

Una vez modificado, se hace reaccionar la variants de polipéptide bG-
CSF que comprende el aminoacido que contiene carbonilo con un derivado
de PEG que contiene aminooxilo de la forma:

R-PEG(N)-0O-(CH3),-O-NH:

en la que R s metilo, n es 3y N es aprovimadamente 5.000 de PM.
Se hace reaccionar &l b-GCSF que contiene p-acetilfenilalanina purificado
disuelto a 10 mg/mL en MES 25 mM (Sigma Chemical, St. Louis, MO) pH
6,0, Hepaes 25 mM (Sigma Chemical, St. Louis, M) pH 7,0, o en acetato de
sodio 10 mM (Sigma Chemical, St. Louis, MO) pH 4,5, con un excesa de 10
a 100 veces de PEG que contiene aminooxilo, y luego s& agita durante 10 -
16 horas a temperatura ambiente (Jencks, W. J Am. Chem. Soc. 1988, 31,
pag. 475). Entonces se diluye &l PEG-b-GCSF en un tampén apropiado para

la purificacién y l analisis inmediatos.

Ejemplo 4
Conjugacion con un PEG que consiste en un grupo hidroxilamina unido al
PEG por medio de un enlace amida

Se acopla un reactivo de PEG que tiene la siguiente estructura a un
aminoacido no codificado de manera natural que contiene cetona usando el
procedimiento descrito en el gjemplo 3:
R-PEG(N)-0O-(CH;):-NH-C(O)(CHz)n -0-NHz
en la que R = metilo, n=4 y N es aproximadamente 20.000 de PM. Las
condiciones de reaccion, purificacién y analisis son tal como se describe en
el gjemplo 3.

Ejemplo 5
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Introduccién de dos amincacidos no codificados de manera natural distintos
en polipéptidos hG-CSF

Este ejemplo dezmuestra un método para la generacién de un
polipéptido hG-CSF que incorpora un aminoacido no codificado de manera
natural que comprende una funcionalidad cetona en dos posiciones entra los
siguientes residuos: antes de la posicidn 1 (es decir, en el extremo N
terminal), 1, 2, 3, 4, 5,8, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 18, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 20, 30, 31, 32, 22, 34, 35, 38, 37, 38, 39, 40,
41, 42, 43, 44, 45, 43, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 52, 54, 55, A3 58, 59, A0,
61, 62, A3, B4, 65, 8R, A7, BB, 39, T0, 71, 72, 73, 74,75, 76, 77, T8, 79, 80,
81, 82, 83, €4, 85, 86, &7, 88, 8%, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 66, 97, 98, 99, 100,
101, 102, 103, 104, 105, 105, 107, 108, 106, 110, 111, 112, 113, 114, 115,
115, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 125, 127, 128, 129, 120,
131, 132, 133, 134, 1235, 136, 137, 138, 136, 140, 141, 142, 143, 144, 145,
146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160,
161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175
(es decir, en el erattren{o carboxilo terminal de la proteina), y cualquier
combinacién de los mismos (SEQ ID NO: 1 o los amincacidos
correspondientes en SEQ ID NO: 2 o las aminoacidos correspondientes en
otro polipéptido bG-CSF). Se prepara el polipéptido bG-CSF tal como se
describz en los ejemplos 1 y 2, excepto porque se introduce el codén
selector en dos sitios distintos dentro del acido nucleico.

Ejemplo &
Conjugacion del polipéptido bG-CSF con un PEG que contieng hidrazida y
posterior reduccion in situ

Se prepara un polipéptido bG-CSF que incorpora un aminoacido que
contiene carhonilo segln el procedimiznto descrito en los gjemplos 2 vy 3.

/za(a\
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Una vez modificado, se conjuga un PEG qu= contiene hidrazida que tiene la
siguiante estructura con el polipéptido bG-CSF:

R-PEG(N)-O-(CHz)=-NH-C(0)(CH:z)n-X-NH-NH-

en la que R = metilo, n=2y N = 10.000 de PM y X &s un grupo carbonilo
(C=0). Se disualve =l b-GCSF que contiene p-acetilfenilalanina purificado a
entre 0,1-10 mg/mL en ‘MES 25 mM (Sigma Chemical, St. Louis, MO) pH
8,0, Hepes 25 mM (Sigma Chemical, St. Louis, MQ) pH 7,0, o en acatato de
sodio 10 mM (Sigma Chemical, St. Louis, MO) pH 4,5, se hace reaccionar
con un exceso de 1 a 100 veces de PEG que contiene hidrazida, y se
reduce la hidrazona correspondiente in situ mediante la adicion de
NaCNBH; 1 M de reserva (Sigma Chemical, St. Louis, MO), se disuzlve en
H.O, hasta una concentracion final de 10-50 mM. Se llevan a cabo las
reacciones en la oscuridad a 4°C a TA durante 18-24 horas. Se detienen las
reacciones mediante la adicién de Tris 1 M (Sigma Chemical, St. Louis, MO)
a aproximadamente pH 7,6 hasta una concentracién final de Tris de 50 mM

o se diluyen en un tampdn apropiado para la purificacion inmediata.

Ejemplo 7
Introduccién de un aminoacido que contiene alquino en un polipéptido bG-
CSF y derivatizacién con mPEG-azida

Se sustituye cada uno de los siguientes residuos, antes de la posicion
1 (&s decir, &n &l extremo N terminal), 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10, 11,12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 25, 27, 28, 26, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 38, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 48, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53,
54, 65, 5B, 57, 58, 59, 80, 61, A2, A3, 84, 85, 66, 61, 68, 69, 70, 71, 72, 73,
74, 75,76, 77,78, 79, 80; 81, 82, 32, 84, &5, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93,
a4, @5, 98, 97, 98, @9, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109,
110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124,
125, 128, 127, 128, 129, 120, 131, 132, 132, 134, 135, 138, 137, 138, 139,
140, 141, 142, 143, 144, 145, 143, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 183, 154,
155, 156, 157, 158, 1589, 1680, 181, 182, 143, 164, 185, 166, 167, 168, 169,
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170, 171,172, 173, 174, 175 (2s decir, en el extremo carboxilo terminal de la
proteina), y cualquier combinacion dz los mismos (SEQ ID NO: 1 o los
aminoacidos correspondientes en SEQ ID NO: 2 o los aminoacidos
correspondientes en otro polipéptido bG-CSF), por el siguiente aminoacido
no codificado de manera natural:

o P

HaN CoH

Las secuencias utilizadas para la incorporacion especifica de sitio da
p-propargil-tirosina 2n bhG-CSF son SEQ ID NO: 3 6 4, SEQ ID NO: §
(MuttRNA, M. jannaschii mtRNA Weua) , v 10, 11, 12 descritas en el ejamplo
2 anterior. El polipéptido hG-CSF que contiene la propargil tirosina se
expresa en E. coli y se purifica usando las condiciones descritas en el
ejemplo 3.

Se afladen a la mezcla de reaccion el bG-CSF que contiene propargil-
tirosina purificado disuelto a entre 0,1-10 mg/mL =n tampén PB (fosfato de
sodio 100 mM, NaCl 0,15 M, pH = 8) y un exceso de 10 a 1000 vecss de un
PEG que contiene azida. Entonces se aflade a la mezcla de reaccidn una
cantidad catalitica de hilo de Cu y CuSO-l. Tras incubarse la mezcla
(incluyendo pero sin limitarse a, aproximadamente 4 horas a temperatura
ambiente 0 37°C, o durante la noche a 4°C), se afade H:O y se filtra la
mezcia a través de una membrana de dialisis. Puede analizarss la muestra
para la adicién, incluyendo pero sin limitarse a, mediantz procedimizntos
similares descritos =n &l gjemplo 3.

En este sjemplo, el PEG tendra la siguiente estructura:
R-PEG(N)-O-(CHz)z-NH-C{0O)(CHz)n-N3
en la que R &s metilo, nes 4y N &3 10.000 de PM.
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Sustitucion de un aminodcido hidréfobo grandes en un polipéptido bG-CSF

por propargil tirosina

Se sustituye un residuo de Phe, Trp o Tyr presente dentro de una las

siguientes regiones de bG-CSF: antes de la posicion 1 (es decir, en el
extremo N terminal), 1, 2, 3,4, 5,3, 7, & @, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,

19, 20, 21, 22, 23,
39, 40, 41, 42, 43,
&9, 60, 61, 82, 63,

74, 80, 81, 82, 83,

9g, 100, 101, 102, 103, 104, 105
114, 115, 116, 117, 118,
126, 130, 131, 132, 133,
144, 145, 146, 147, 148,
189, 160, 161, 1682, 163,

’14 e '\6 LaIndiiie TR T'sf
- '

) ey -

—ty =y

20, 31,

44, 45, 46, 47, 48, 46, 50, 51,
B4, A5, 86, 87, 88, 8%, 70, 71,
a4, 85, 85, 87, 88, 89, @0, 91,

119

279923

Moy

163, 1686, 170,

32, 33, 24, 35, 36,
52, &3, 54, 55, 56,
72,73, 74, 75, 75,
92, 93, 94, ©5, 95,
N5, 106, 107, 108, 109, 110,
. 120, 121,
134, 138, 134, 137, 138, 139, 140,
146, 150, 181, 152, 153, 154, 155
184, 135, 165, 167,

37, 38,
57, 58,
T, 78,

a7, 98,

11, 112, 113,
3, 124, 125, 128, 127, 128,
141, 142, 143,
166, 157, 158,
171,17

2, 173,

174, 175 (es decir, en &l extremo carboxilo terminal de la proteina), vy
cualquier combinacion de las mismas (SEQ ID NO: 1 o los aminoacidos
correspondientes en SEQ ID NO: 2 o Ios aminoacidos correspondientes en
otro polipéptido bG-CSF) por el siguiznte aminoacido no codificado de

manera natural tal como se describe en el gjemplo 7:

HaN

\\
%

CO,H

A

0.
N
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Una vez modificado, se une un PEG a la variante de polipéptido bG-
CSF que comprende el aminoacido que contiene alquino. El PEG tendra la
siguiente estructura:

Me-PEG(N)-O-(CHy)2-N3

y le seguirian procedimientos de acoplamiento como los del gjemplo
7. Esto generara un variante de polipéptido bG-CSF que comprende un
aminoacido no codificado de manera natural que es aproximadamente
isostérico con uno de los aminoacidos hidréfobos grandes que se producen
de manera natural y que se madifica con un derivado de PEG en un sitio
distinto dentro del polipéptido.

Ejemplo 9
Generacion de un  homodimero, heterodimero, homomultimero o
heteromultimero de polipéptido bG-CSF separado por uno o mas ligadores
de PEG

Se hace reaccionar la variante de polipéptido bG-CSF que contiene
alquino producida en el gjemplo 7 con un derivado de PEG bifuncional de la
forma:
N:-(CH2),-C(0)-NH-(CH:):-0-PEG(N)-0-(CH:)z-NH-C{0)-(CH2)n-N3
en la que n es 4 y &l PEG tiene un PM promedio de aproximadamente 5.000,
para generar el homodimero de polipéptido bG-CSF correspondiente en el
que las dos moléculas de bG-CSF estan separadas fisicamentz por PEG.
De una manera analoga, puede acoplarse un polipéptido bG-CSF a uno o
mas de otros polipéptidos para formar heterodimeros, homomultimeros o
heteromultimeros. El asoplamiento, la purificacidn y los analisis se realizaran

como &n los gjemplos 7 y 3.

Ejemplo 10
Acoplamiento de un resto de sacarido a un polipéptido bG-CSF
Se sustituye un residuo de los siguientes por el aminoacido no

codificado de manera natural a continuacién: antes de la posicién 1 (es
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decir, en el extremo N terminal), 1, 2, 3, 4, 5, 6, 1, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
7,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
28, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, &0, 51, 52, &3, &4,
, 5%, 60, A1, 62, B3, A4, 35, 33, 37, 88, 69, 70, 71, 72, 73, T4,
7,78, 79, 80, 81, 82, 33, &4, 85, 88, 37, 88, 89, 90, 91, 92, 63, 94,
9, 96, 67, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 104, 107, 108, 109, 1 10,
111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125,
126, 127, 128, 120, 130, 131, 122, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140,
141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155,
156, 157, 158, 159, 160, 141, 182, 183, 184, 135, 166, 167, 168, 169, 170,
171, 172, 173, 174, 175 (es decir, en &l extremo carboxilo terminal de la

>
(93 TN

~.~‘

=)
o
..‘ l
B
»

~4
&
~1

proteina), y cualquier combinacién de los mismos (SEQ ID NO: 1 o los
aminoacidos correspondientes en SEQ ID NO: 2 o los aminoacidos
correspondientes en otro polipéptido hG-CSF) tal como se descrihe en el

gjemplo 3.
| x
L
HaN COH

Una vez modificado, se hace reaccionar la variante de polipéptido bG-
CSF que comprende el aminoacido que contiene carbonilo con un analogo

de aminnoxilo unido en [Jde N-acetilglucosamina (GIcNAc). Se mezclan la

variante de polipéptido bG-CSF (10 mg/mL) y el sacarido de aminooxilo

(21 nM) en tampén acetato de sodio acuoso 100 mM (pH 5,5) y se incuba a
37°C durante de 7 a 26 horas. Se acopla enzimaticamente un segundo
sacarido al primero incubando el polipéptido bG-CSF conjugado con el
sacarido (5 mg/mL) con U"DP-gaIactosa (1 mM) y 0O-14-



10

15

20

25

339

galactosiltransferasa (0,4 unidades/mL) en tampén HEPES 150 mM (pH 7,4)
durante 48 horas a temperatura ambiente (Schanbacher et al. J Biol. Chem.
1970, 245, 5057-5061).

Ejemplo 11
Generacion de un antagonista de polipéptido hG-CSF pegilado.

Se sustituye un residuo, incluyendo pero sin limitarse a, los
implicados &n la unién al receptor de bG-CSF por el siguiente aminoacide no
codificado de manera natural tal como se describe en el gjemplo 3.

o]

HoN COMH

Una vez modificado, se hara reaccionar la variante de polipéptido hG-
CSF que comprende &l aminodacido que contiene carbonilo con un derivado
de PEG que contiene aminooxilo de la forma:

R-PEG(N)-O-(CHz)a-O-NH:

en la que R es metilo, n es 4 y N es 20.000 de PM para generar un
antagonista de polipéptido b-GCSF que comprende un aminoacido no
codificado de manera natural que esta modificado con un derivado de PEG
&N un unico sitio dentro del polipéptido. El acoplamiento, la purificacion y los

analisis s& realizan como en el gjemplo 3.

Ejemplo 12

Generacién  de un  homodimero, heterodimero, homomultimero o
heteromultimero d= polipéptido bG-CSF en el que las moléculas de hG-CSF
se unen directamente

%
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Una variantz de polipéptido bG-CSF que comprende el aminoacido
que contiene alquino puede acoplarse directamente a otra variante de
polipéptido hG-CSF que comprande el amincacido que contiene azida. De
una manera analoga, un polip2ptido bG-CSF puede acoplarse a uno o mas
de otros polipéptidos para formar heterodimeros, homomultimzros o
heteromultimeros.

El acoplamiento, la purificacién y los analisis se realizan como en |os
ejemplos 3,6y 7.

Ejemplo 13
PEG-OH + Br-(CH;), -CECR — PEG-0-(CH2)-C=CR ”
A . B

Se hace reaccionar el polialquilenglicol (P-OH) con el haluro de
alquilo (A) para formar 2l &ter (B). En estos compuestos, n s un nimero
entero desde uno hasta nuzve y R’ puede ser un grupo alquilo o
heteroalquilo, de C1 a C20, saturado o insaturado, de cadena lineal o
ramificada. R’ también puede ser un alquilo ciclico o heateroalquilo ciclico,
saturado o insaturado, de C3 a C7, un grupo arilo o heteroalilo sustituido o
no sustituido, o un grupo alcarilo o hetercalcarilo sustituido o no sustituido (el
alquilo s un alquilo saturado o insaturado de C1 a C20). Normalmente,
PEG-OH es polictilenglicol (PEG) o monometoxi-polietilenglicol (mMPEG) que
tiene un peso molecular de 800 a 40.000 Daltons (Da).

Ejemplo 14
mPEG-OH + Br-CH; -2=CH — mPEG-O-CH.C=CH

Se traté6 mMPEG-OH con un peso molecular de 20.000 Da (mPEG-OH
20 kDa; 2,0 g, 0,1 mmol, Sunbic) con NaH (12 mg, 0,5 mmol) en THF (35
mL). Entonces se afadieron una disolucion de2 bromuro de propargilo,
disuelto como una disolucion al 80% en peso en vileno (0,56 mL, 5 mmol, 50
equiv., Aldrich), y una cantidad catalitica d= Kl a la disolucion y se calentd la

mezcla resultants hasta reflujo durante 2 horas. Entonces se aiiadié agua (1

i
/)9()
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mL) y se elimind el disolvente a vacio. Se afadié al residuo CH:Cl» (25 mL)
y la fase organica se separd, se secod sohre Na,SO; anhidro y se& redujo el
volumen hasta aproximadamente 2 mL. Esta disolucién de CH2Cl. se afadié
a dietil éter (150 mL) gota a gota. Se recogid el precipitado resultante, se

lavé con varias partes de dietil éter frio, y se secé para dar propargil-O-PEG.

Ejemplo 15
mPEG-OH + Br-(CH;); -C=CH — mPEG-O-(CH;),-C=CH

Se tratd el MPEG-OH con un peso molecular de 20.000 Da (mPEG-
OH 20 kDa; 2,0 g, 0,1 mmol, Sunbio) con NaH (12 mg, 0,5 mmol) en THF
(35 mL). Entonces se afadieron a la mezcla cincuenta equivalentas de &-
bromo-1-penteno (0,53 mL, 5 mmol, Aldrich) y una cantidad catalitica de KI.
Se calentd la mezcla resultante hasta reflujo durante 16 horas. Entonces se
afiadié agua (1 mL) y se =liminé el disclvente a vacio. Se afadio al residuo
CH:Cl; (25 mL) y la fase organica se separd, se secd sobre Na-SO, anhidro
y se redujo el volumen hasta aproximadamente 2 mL. Esta disolucion de
CHCl, se anadié a dietil éter (150 mL) gota a gota. Se recogié el precipitado
resultante, se lavd con varias partes de dietil éter frio, y s secé para dar el
alquino correspondiente. Puede usarse 5-cloro-1-penteno en una reaccién
similar.

Ejemplo 16

Produccién de mPEG-O-CH2-C6H4Q-CH2-Cw CH

(1) m-HOCH2Ce¢H4OH + NaQH + Br- CH.-C=CH -> m-HOCH2CgH4O-CH--
C=CH

(2) m-HOCH-C¢H4O-CH:-C=CH + MsCIl + N(Et) ; - OT-MgOCH-CgH.O-
CH,-C=CH

(3) m-M30CH;:C¢H40O-CH~-C=CH + LiBr —-m-Br-CH:C¢H40O-CH»-C= CH

(4) mPEG-OH + m-Br-CH:CzH40-CH:-C=CH * mPEG-0-CH;-CgH.O-CH=-
C=CH

A
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A una disolucién de 3-hidroxibencilalcohol (2,4 3, 20 mmol) en THF
(80 mL) y agua (2,5 mL) se Iz anadié en primer lugar hidréxido d2 sodio en
polvo (1,5 g, 37,5 mmol) y luggo una disolucion de bromuro de propargilo,
disuelto como una disclucién al 80% en peso 2n xileno (2,36 mL, 30 mmol).
Se calentd la mezcla de reaccién a reflujo durante 6 horas. Se afadié a la
mezcla acido citrico al 10% (2,5 mL) y se eliminé &l disolvente a vacio. Se
extrajo =l residuo con acetato de etilo (3 » 15 mL) y se lavaron las fases
organicas combinadas con disolucidn saturada de NaCl (10 mL), se secaron
sobre MgSO, y s& concentraron para dar el alcohol 3-propargiloxibencilico.

Se afladieron cloruro de metanosulfonilo (2,5 g, 157 mmol) vy
trietilamina (2,8 mL, 20 mmol) a una disolucion del compuesto 3 (2,0 g, 11,0
mmol) en CH2Cl. a 0°C y se colocd la reacsion en la nevera durante 16
horas. Un tratamiento final habitual dio &l mesilato como un aceite amarillo
palido. Se disolvié este aceite (2,4 g, 9,2 mmol) en THF (20 mL) y s= afadié
LiBr (2,0 g, 23,0 mmol). S= calentd la mezcla d2 r2accién hasta reflujo
durante 1 hora y luego se enfrid hasta temperatura ambiente. Se afiadié a la
mezcla agua (2,5 mL) y se eliminé &l disclvente a vacio. Se extrajo el
residuo con acetato de etilo (3 x 15 mL) y se lavaron las fases organicas
combinadas con disolucion saturada de NaCl (10 mL), s& secaron sobre
Na:SO, anhidro y se conczntraron para dar el bromuro deseado.

Se disolvid mPEG-OH 20 kDa (1,0 g, 0,05 mmol, Sunbio) en THF (20
mL) y se enfrié la disolucién en un bafo de hielo. Se afiadié NaH (6 mg, 0,2
mmol) con agitacién vigorosa a lo largo de un periodo de varios minutos
seguido por adiccién del bromuro obtenido anteriormente (2,55 ¢, 11,4
mmol) y una cantidad catalitica de Kl. Se retiré el bafio de enfriamiento y se
calentd la mezcla resultantz hasta reflujo durante 12 horas. Se afiadié agua
(1,0 mL) a la mezcla y se eliminé el disolvente a vacio. Se afiadié al residuo
CH-Cl: (25 mL) y la fase organica se separd, se seco sohra Na.SO, anhidro
y se radujo el volumen hasta aproximadamente 2 mL. La adicién gota a gota
a una disolucién de &ter (150 mL) dio como resultado un precipitado blanco,
que se recogid para dar el derivado de PEG.
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Ejemplo 17
MPEG-NH; + X-C(0)-(CH:)n-C=CR’ — mPEG-NH-C(Q){(CH;)-C=CR’

Los polimaros de poli(etilenglicol) que contienen alquino terminal
tamhién pueden obtenzrse acoplando un polimera de poli(etilenglicol) que
contiene un grupo funcional terminal a una molécula reactiva que contiene la
funcionalidad alquino. Tal como se mostré anteriormente, n es entre 1 y 10.

R’ puede ser H o un grupo alquile pequefio desde C1 hasta C4.

Ejemplo 18
Produccion de mPEG-NH-C(0)-(CH2)2-C=CH
(1) HO2C-(CH:):-C=CH + NHS +DCC— NHSO-C(0)-(CH:).-C=CH
(2) MPEG-NH: + NHSO-C(D)-(CH:) ~C=CH — mPEG-NH-C(O)-(CH-:)-
C=CH

Se disolvié acido 4-pentinoico (2,943 g, &,0 mmol) en CH:CI; (25 mL).
Se afiadieron N-hidroxisuccinimida (3,80 g, 3,3 mmol) y DCC (4,66 g, 3,0
mmol) y se agité la disolucién durante la noche a temperatura ambiente. El
éster de NHS 7 bruto resultante se usé en la siguiente reaccidon sin
purificacién adicional.

Se disolvi6 mPEG-NH, con un peso molecular de 5.000 Da (mPEG-
NH2, 1 g, Sunbio) en THF (50 mL) y s& enfrié la mezcla hasta 4°C. Se
anadi¢ éster d= NHS 7 (400 mg, 0,4 mmol) en porciones con agitacién
vigorosa. Se permitid que la mezcla se agitara durante 3 horas mientras se
calentaba hasta temperatura amhiente. Entonces se afadié agua (2 mL) y
se eliminé el disolvente a vacio. Se afadié al residuo CH,Cl: (50 mL) vy la
fase organica se separd, se secd sobre NaSO; anhidro y se redujo el
volumen hasta aprorimadamente 2 mL. Esta disolucién de CH:Cl se afadio
a éter (150 mL) gota a gota. Se recogid el precipitado resultante y secéd a
vacio.

Ejemplo 19
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Preparacion de metanosulfonato o mesilato de poli(stilenglicol)

Este ejemplo representa la preparacién del éster de metanosulfonilo
de poli(etilenglicol), que también puede denominarse metanosulfonato o
mesilato de poli(etilenglicol). El tosilato y los haluros correspondientes
pueden prepararse madiante procedimientos similares.

mPEG-OH + CH3SO;Cl + N(Et); — mPEG-0O-S0:CH; — mPEG-N;

Se destild azeotrépicamentz el mPEG-OH (PM = 3.400, 25¢g, 10
mmol) en 150 mL de tolueno durante 2 horas bajo nitrdgeno y se 2nfrié la
disolucién hasta temperatura ambiente. Se afadieron a la disolucién 40 mL
de CH.Cl; seco y 2,1 mL de trietilamina seca (15 mmol). Se enfrio la
discluciéon en un hafio de hielo y se afadieron gota a gota 1,2 mL de cloruro
de metanosulfonilo destilado (15 mmol). S= agité la disolucion a temperatura
ambiente bajo nitrégenc durante la noche, y s& extinguié la reaccién
afadizndo 2 mL de etanol absoluto. Se evapord la mezcla a vacio para
eliminar los disclventes, principalmente los distintos de tolueno, se filtro, se
concentré de nuevo a vacio y luego se precipité en 100 mL de dietil Ater. Se
lavé el filtrado con varias partes de dietil éter frio y secé a vacio para dar el
mesilato.

Se disolvio el mesilato (20 g, 2 mmol) en 75 mi de THF y sg enfrid la
disolucion hasta 4°C. A la disolucién enfriada se le afiadié azida de sodio
(1,56 g, 24 mmol). Se calentd la reaccidn hasta reflujo bajo nitrogeno
durantz 2 horas. Entonces se evaporaron los disolventes y se diluyd el
residuc con CH2Cla (50 mL). Se lavo la fraccién organica con disolucion de
NaCl y se seco sobr2 MgSQ, anhidro. Se redujo el volumen hasta 20 mly se
precipitd el producto mediantz adicién a 150 ml de éter seco frio.

Ejemplo 20

Produccién de mPEG-Q-CHa-CgHy-N3

(1) N3-CgH4-COzH — N3-CgH4yCHOH

(2) N3-CeHsCH;OH — Br-CHz-CgH4-N3

(3) MPEG-QH + Br-CHx-C¢Hi-N3 — mPEG-0-CH2-CeH4-N;

¥
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Puede producirse alcohol 4-azidobencilico usando el método descrito
en la patante estadounidense 5.998.595, que se incorpora como referencia
al presente documento. Se afadieron cloruro de metanosulfonilo (2,5 g, 15,7
mmol) y trietilamina (2,8 mL, 20 mmol) a una disolucién de alcohal 4-
azidobencilico (1,75 g, 11,0 mmol) en CH;Cl: a 0°C y se coloco la reascsion
en la nevera durante 16 horas. Un tratamiento final habitual dio el mesilato
como un aceite amarillo palido. Se disolvid este aceite (9,2 mmol) en THF
(20 mL) y se anadid LiBr (2,0 g, 23,0 mmol). Se calenté la mezcla de
reaccion hasta reflujo durante 1 hora y luggo se enfrié hasta temperatura
ambiente. Se afadio a la mezcla agua (2,5 niL) y se elimind &l disolvente a
vacio. Se extrajo 2l residuo con acetato de etilo (3 » 15 mL) y se lavaron las
fases organicas combinadas con disolucién saturada de NaCl (10 mL), se
sacaron sobre NaSQ, anhidro y se concentraron para dar el bromuro
deseado. Se traté mPEG-OH 20 kDa (2,0 g, 0,1 mmol, Sunbio) con NaH (12
mg, 0,5 mmol) en THF (35 mL) y se aiadi6 &l bromuro (3,32 g, 15 mmol) a
la mezela junto con una cantidad catalitica de Kl. Se calentd la mezcla
resultante hasta reflujo durantz 12 horas. Se afiadié agua (1,0 mL) a la
mezcla y se elimind el disolvente a vacio. Se afiadié al residuo CH:CI: (25
mL) y la fase organica se separd, se sect sokbre NaxSQ, anhidro y se redujo
el volumen hasta aproxzimadamente 2 mL. La adicion gota a gota a una
disolucién de é&ter (150 mL) dio como resultado un precipitado, que se
recogid para dar mPEG-0-CH2-CeHa-Ns.

Ejemplo 21
NH:-PEG-0-CH:CH-CO-H + N3-CH:CH:CO:-NHS — Nj; -CH:CH:-C(O)NH-
PEG-0O- CHyCH,CO-H

Se disolvid NH:-PEG-0O-CH-CH-CO:H (PM 3.400 Da, 2,0 g) en una
disolucion acuosa saturada de NaHCO; (10 mL) y se enfrid la disolucion
hasta 0°C. Se afadid propionato de 3-azido-1-N-hidroxisuccinimido (5
equiv.) con agitacién vigorosa. Tras 2 horas, se afadieron 20 mL de H:O y

se agitd la mezcla durante 45 minutos adicionales a temperatura ambiente.
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Se ajustd el pH a 3 con H280. 0,5 N y Se anadid NaCl a una concantracion
de aproximadamente el 15% en pesc. Se extrajo 1a mezcla de reaccion con
CH:Cl; (100 mL x 3), se secé sobre Na:SO. y se concentrd. Tras la
precipitacidon con digtil Ster frio, se recogid el produscto mediants filtracién y

se seco a vacio para dar el derivado de PEG omega-carboxi-azida.

Ejemplo 22
mPEG-OMs + HC=CLi — mPEG-0-CH;-CH»-C=C-H

A una disolucién de acetilure de litio (4 equiv.), preparada tal como se
conoce &n la técnica y enfriada hasta -73°C en THF, se le afiade gota a gota
una disolucion de mPEG-OMs disuelto en THF con agitacidn vigorosa. Tras
3 horas, se permite que la reaccidn s caliente hasta temperatura ambiente
y se extingue con la adicién de 1 mbL de butanol. Entonces s2 afadi=ron 20
mL de HxO y se agité la mezcla durante 45 minutos adicionales a
temperatura ambientz. Se ajustéd el pH a 3 con H2SO4 0,5 N y se afadio
NaCl a una concentraciéon de aproximadamente €l 15% en peso. Se extrajo
la mezcla de reaceién con CH;Cl; (100 mL ¥ 3), s& seco sobre Na;SO,4 y se
concentrd. Tras la precipitacidn con dietil 2ter frio, se recogidé el producto
mediante  filtracién y se secé a vacio para dar [I-(but-3-iniloxi)-
metoxipolictilenglicol (MPEG).

Ejemplo 23
Incorporacién de aminoacidos que contienen azida y acetileno

Pueden incorporarse aminoacidos que contienen azida y acetilzno de
manera salectiva de sitio en proteinas usando los métodos descritos en L.
Wang, ef al, (2001), Science 292:493-500, JW. Chin &t al, Science
301:964-7 (2003)), J. W. Chin et al., (2002), Journal of the American
Chemical Society 124:9026-0027; J. W. Chin, & P. G. Schultz, (2002), Chem
Bio Chem 2(11):1135-1137; J. W. Chin, ef al,, (2002), PNAS United States of
America 99:11020-11024: y L. Wang, & P, G. Schultz, (2002), Chem.

Comm., 1: 1-11. Una vez incorporados los aminoacidos, se lleva a cabo la
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reaccion de cicloadicién con proteina 0,01 mM &n tampén fosfato (PB), pH 8,
en presencia de derivado de PEG 2 mM, CuSOs 1 mM y ~1 mg de hilo de
Cu durante 4 horas a 37°C.

Ejemplo 24
Sintesis de p-acetil-D,L-fenilalanina (pAF) y derivados de m-PEG-
hidroxilamina.

La pAF racémica se sintetiza usando el procedimiznto descrito
anteriormente en Zhang, Z., Smith, B. A. C, Wang, L., Brock, A., Cho, C, &
Schultz, P. G., Biochemistry, (2003) 42, 8735-6746.

Para sintetizar &l derivado de m-PEG-hidroxilamina, s& completan los
siguientes  procedimizntos. A una disolucién de  acido  (N-t-Boc-
aminooxi)acético (0,382 g, 2,0 mmol) y 1,3-diisopropilcarbodiimida (0,18 mL,
1,0 mmol) en diclorometano (DCM, 70 mL), que se agita a temperatura
ambiznte (TA) durante 1 hora, s= le afiaden metoxi-polietilenglicol-amina (m-
PEG-NH:, 7,5 g, 0,25 mmol, Mt. 30 K, de BioVectra) y diisopropiletilamina
(0,1 mL, 0,5 mmol). Se agita la reaccidn a TA durante 48 horas, y luego se
concentra hasta aproximadamente 100 mL. S afade gota a gota la mezcla
a éter frio (800 mL). Se precipita &l producto protegido con t-Boc y se recoge
mediante filtracion y se lava mediante éter 3 x 100 mbL. Se purifica
adicionalmente redisolviendo en DCM (100 mL) y precipitando en éter (800
mL) dos veces. S& seca &l producto a vacio dando 7,2 g (96%), confirmado
mediante RMN y la prueba de nihidrina.

Se lleva a caho el defioc del producto protegido (7,0 g) obtenido
anteriormente en 50% de TFA/DCM (40 mL) a 0°C durante 1 hora y luego a
TA durante 1,5 horas. Tras eliminar la mayor parte del TFA a vacio, se
convierte la sal de TFA del derivado de hidroxilamina en la sal de HCI
anadiendo al rzsiduo HCI 4 N en diovano (1 mL). Se disuelve &l precipitado
&n DCM (50 mL) y vuslve a precipitarse en éter (800 mL). Se recoge el
producto final (3,8 g, 27%4) mediante filtracion, se lava con éter 3 x 100 mL,
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se s&ca a vacio, se almacena bajo nitrégeno. Se sintetizan otros derivados

de PEG (5K, 20K) hidroxilamina usando &l mismo procedimiento.

Ejemplo 25
Actividad in vitro e in vivo de bG-CSF pegilado

Se administra a ratones o ratas PEG-bG-CSF, bG-CSF no modificado
y disolucion tampén. Los resultados mostraran la actividad superior y la
semivida prolongada del bG-CSF pegilado de la presente invenciéon en
comparacion con bG-CSF no madificado, lo que se indica por las cantidades
significativamente aumentadas de neutréfilos y por un cambio en &l recuento

de glébulos hlancos maximo utilizando la misma dosis por ratén.

Analisis farmacocin&tico

Se administra un polipéptido bG-CSF de la invencién mediante vias
intravenosas o subcutanzas a ratones. Se extrae sangre de los animales
antes de y en puntos de tiempo tras la dosificacion. Se recoge el plasma de
cada muestra y se analiza mediante radioinmunoanalisis. La semivida de
gliminacién puede calcularse y compararse entre polipéptidos bG-CSF que
comprenden un aminoacido no codificado de manera natural y bG-CSF de
tipo natural o diversas formas de polipéptidos bG-CSF de la invancidn. De
manera  similar, los polipéptidos hG-CSF de la invencidon pueden
administrarse a monos Cynomaoljus. Se extrae sangre de los animales antes
de y en puntos de tiempo tras la dosificacidon. Se recoge el plasma de cada
muestra y se analiza mediante radioinmunoanalisis.

Los polipéptidos de la invencién pueden administrarse a un modelo
animal de enfermedad. Los =studios con animales que pueden realizarse
implican ganado expuesto a Fasteurella hemaolytica, ganado con exposicidon
hacteriana de la glandula mamaria/exposicién a mastitis (Kiehsiella
pneumoniae). Qtros estudios que pueden realizarse evallan el control, la
incidencia y la duracién d= la enfermzdad respiratoria bovina, o la

pravencion de la mastitis por coliformes. Un experto habitual en la técnica
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conoce métodos para evaluar la salud de los animales, la produccion de
leche, el recuento de neutréfilos y otros parametros. Otros modelos que
pueden usarse para evaluar los polipéptidos bG-CSF de la invenciéon
incluyen pero sin limitarse a, modelos animales de infeccidon o exposicién a
infeccién tales como un modeln de hamster de neumonia por Pseudomonas
aeruginosa, un modelo de rata de pielonefritis por Candida  alhicans,
modelos que incluyen potros neonatales y modelos que incluyen cerdos en
crecimiento. Algunos de estos modelos se describen en la patente
estadounidense n.? 5.249.882 y el documento WO 89/10932. Los expertos
habituales en la t&cnica conoczn modelos tales como estos.

Ensayo con 3H-timidina. El ensaya con *H-timidina se realiza usando
métodos convencionales. Se obtiene médula ésea des ratones Balb C
hembra sacrificados o de otros animalzs. Las células de la médula ésea se

" suspendan bravemente, s& centrifugan y se resuspenden =n un medio de

crecimiento. Se  coloca una alicucsta de 160 pl que contiene
aproximadamente 10.000 células en cada pocilo de una plasa de
microtitulacién de 968 pocillos. Se afaden a cada pocillo muestras del
analogo de G-CSF purificado (tal como se prepard anteriormente), y se
incuban durante 68 horas. Se affade timidita tritiada a los pocillos y se deja
incubar durante cinco horas adicionales. Tras el tiempo de incubacion de
cinco horas, las células se recogen, se fitran y se& enjuagan
meticulosamente. Se afaden filtros a un vial que contiene liquido de
centelleo. Se cuentan las emisiones beta (contador de centelleo LKB
Betaplate). Se analizan patrones y analogos por triplicado y se vuelven a
someter a ensayo las muestras que estan sustancialmente por encima o por
debajo de la curva patrén con la dilucidn apropiada. Se notifican los
resultados como el promedio de los datos de las analogos por triplicado con
raspecto a los resultados del patrén d= bLbG-CSF no alterado.

Se somete a ensayo la induccion de proliferacion de células de la
médula észa humana partiendo de la hase del aumento de la incorporasion

de 3H-timidina. Se somete a ansayn médula 6sea humana de donantes



10

20

o8}
wh

350

sanos en un gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque (1,077 g/ml,
Pharmacia) y se suspenden las células de baja densidad en medio de
Iscove (GIBCO) que contiene suero hovino fetal al 10% y glutamina pen-
strep. Posteriormente, se incuban 2x10* células de médula dsea humana o
bien con medic de cantrol o bien con ¢l material de bG-CSF derivado de E.
coli recombinante en plécas de 96 pocillos de fondo plano a 37°C en CO; al
<%% €n aire durante 2 dias. Se sémeten a ensayo las muestras por duplicado
y la concentracidn variaha a Ib large de un intervalo de 10.000 veces,
Entonces se pulsan los cultivos durante 4 horas con 0,5 puCi/pacillo de ? H-
timidina (New England Nuclzar, Boston, Mass.). Se mide la captacion de 3R-
timidina tal como s& describz en Venuta, & al., Blood, 81, 781 (1983).

Induccidn de diferenciacion de WEHI-3B D*. Se somete a ensayo la
capacidad de los polipéptidos :G-CSF de la presente invencion para inducir
la diferenciacién de la linea celular de leucemia miclomonocitica murina
WEHI-3B D* en medio de agar semisélido tal como se describe en Metcalf,
Int. J. Cancer, 25, 225 (1980). Se incuban &l producto de bG-CSF
recombinante y controles de los medios con aproximadaments A0 células
WEHI-2B D*/pocillo a 37°C en COQ- al 5% en aire durante T dias. S2 incuban
las muestras en placas de 24 pocillos de fondo plano y la concentracion
variaha a lo largo de un intervalo de 2000 vaces. Se clasifican las colonias
como no diferznciadas, parcialments diferenciadas o completamente
diferenciadas y se realiza microscopicamente &l recuento de las células en
colonias.

Ensayos con CFU-GM, BFU-E y CFU-GEMM. Se ha encontrado que
aislados naturales de G-CSF y hG-CSF humanos hacen qus las células de
médula 6sea humana proliferen y se difsrencizn. Estas actividades se miden
én ensayos con CFU-GM [Broxmeyer, of al., Exp. Hematol., 5, 87, (1971)],
BFU-E y CFU-GEMM [Lu, &t al., Blood, &1, 250 (1983)] usando células ds
madula ésea de baja densidad, no adherentes de voluntarios humanos

sanos. Pueden usarse células de otras fuzntes. Se realiza una comparacion
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de las actividades bioldgicas de CFU-GM, BFU-E y CFU-GEMM usando 500
unidades de polipéptidos o bien bG-CSF o bien G-CSF de la invencion.

Se realizan ensayos con colonias con células de médula dsea de baja
densidad no adherentes. Se someten células de médula 6sea humana a un
gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque (densidad, 1,077 glem?;
Pharmacia). Entonces se resuspenden las células de baja densidad en
medio de Dulbecco modificado de Iscove que contiene suero bovino fetal y
se colocan para determinar la adherencia en placas de cultivo tisular Falcon
(n.° 3003, Becton Dickinson, Cockeysville, Md.) durante 1 1/2 horas a 37°C.

El control del medio consiste en medio de Dulbecco modificado de
Iscove mas FCS al 10%, hemina 0,2 mM y 1 unidad de eritropoyetina
recombinante. Para &l ensayo d2 CFU-GM, se siembran en placa células
diana a 1x10% en 1 ml de medio d& cultivo de agar al 0,3% que incluye
medio 5 A de McCoy complementado y suero bovino fetal al 10% inactivado
por calor. Los cultivos s puntiian segun las colonias (mayores de 40 células
por agregado) y se evalla la morfologia en &l dia 7 de cultivo. Se muestra el
numero de solonias coma la media £+ EEM, tal como se determina a partir de
placas por cuadruplicado.

Para los ensayos con BFU-E y CFU-GEMM, se afaden las células
(1x105) a 1 ml de mezcla de medio de Dulbecco modificado de Iscove
(Gibco), metilcelulosa al 0,8%, suero bovino fetal al 30%, 2-mercaptoetanol
0,05 nM, hemina 0,2 mM y 1 unidad de eritropoyetina recombinante. Se
incuban las placas en una atmésfera humidificada de CO- al 5% y O- al §%.
Se obtizne una baja tensién de ovigeno usando un dispositivo Oxireducer de
Reming Bio instruments (Syracuse, N.Y.). Se punttan las colonias tras 14
dias de incubacién. Se determina el nimero de colonias como la media +
SEM, tal como se determina a partir de placas por duplicado.

Se espera que todas las colonias formadas =n el ensayo con CFU-
GM sean positivas para cloroacztato esterasa y negativas para esterasa no
especifica (alfa-naftil-acetato =sterasa), lo que concuerda con que las

colonias sean de tipo granulocitico. Se =spera que tanto G-CSF de tipo

25
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natural como los polipéptidos bG-CSF de la invencidon tengan una actividad
especifica de una proteina pura de aproximadamente 1x10% U/mg, cuando
se somete a ensayo mediante dilucién en serie en un ensayo con CFU-GM.
Es importante indicar que el bG-CSF de la invencidn puede ser
extremadamente puro y estar libre de otros posibles factores de crecimiento
de mamiferos en virtud de su produccion en E. coli. Por tanto, bG-CSF
puede ser capaz de soportar la formacidn mixta de colonias (CFU-GEMM) y
BFU-E cuando se afade en presencia de eritropoyetina recombinante.

Medicion de la semivida in vivo de bG-CSF conjugado y no conjugado
y variantes del mismo. Se usan ratas Sprague Dawley macho (de
aproximadamente 7 semanas de edad). En el dia de administracién, se mide
el p=so de cada animal. Se inyectan 100 pg por kg de peso corporal de las
muestras de bG-CSF conjugado y no conjugado por via intravenosa en la
vena de la cola de tres ratas. A 1 minuto, 30 minutos, 1, 2, 4, 6 y 24 horas
tras la inyeccién, se extraen 500 pl de sangre de cada rata mientras se
mantiensn con anzstasia de CO,. Se almacenan las muestras de sangre a
temperatura ambiente durant= 1,5 horas seguido por aislamiento de suero
mediants centrifugacion (4°C, 18000xg durante 5 minutos). Se almacenan
las muestras de suero a -80°C hasta el dia del andlisis. Se cuantifica la
cantidad de bG-CSF activo en las muestras de suero mediante el ensayo de
actividad de bG-CSF in vitro tras descongelar las muestras &n hielo.

Medicidn de la actividad biolégica in vivo en ratas sanas de bG-CSF
conjugado y no conjugado y variantes del mismo. S= usa la medicion de los
efectos biolégicos in vivo de bG-CSF en ratas Sprague Dawley SPF (libres
d= patdgenos especificos) para evaluar la cficacia biolégica de bG-CSF
conjugado y no conjugado y variantes del mismo. En el dia de la llegada, las
ratas se asignan aleatoriamente a grupos de 6. Se deja descansar a los
animales durante un periode de 7 dias en el que se rechazan individuos en
malas condiciones o con pesos extremos. El intervalo de peso de las ratas al
comienzo del periodo de descanso &s de 250-270 g.
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En el dia de administracion, s& mantienen las ratas en ayuno durante
16 horas seguido por la inyeccidén subcutanea de 100 ng por kg de peso
corporal de hG-CSF o una variantz del mismo. Se inyecta cada muestra de
hbG-CSF en un grupo de 6 ratas aleatorizadas. Se extraen muestras de
sangra de 300 nl de sangre estabilizada con EDTA de la vena de la cola de
las ratas antes de la dosificacién y a las 8, 12, 24, 36, 48, 72, 98, 120y 144
horas tras la dosificacién. Se analizan las muestras de sangre para
determinar los siguientes parametros hematolégicos: hemoglobina, recuento
de glébulos rojos, hematocrito, volumen celular medio, concentraciéon de
hemoglobina celular media, hemoglobina celular media, recuento de
glébulos blancos, recuento diferencial de leusocitas (neutrdfilos, linfocitos,
ensindfilas, haséfilos, monocitos). Partiendo de la base de estas medicionas,
se evaltia la eficacia biclégica de hG-CSF conjugadc y no conjugade vy
variantes del mismo.

Medicidon de la actividad bicldgica in vivo en ratas con neutropenia
inducida por quimioterapia de BG-CSF conjugado y no conjugado y
variantes del mismo. Para este andlisis se utilizan ratas Sprague Dawley
SPF. En el dia de la llegada, las ratas se asignan aleatoriamente a grupos
de 6.'Se dzja descansar a los animales durante un periodo de 7 dias en el
que se rechazan individuos en malas condiciones o con pesos extremos. El
intervalo de peso de las ratas al comienzo del periodo de descanso &s de
250-270 g.

24 horas antes de la administracién de las muestras de bG-CSF, se
inyecta a las ratas por via i.p. 50 mg por kg de peso corporal de
ciclofosfamida (CPA) para inducir neutropenia que s& asemeja a la
neutropenia que r=sulta de la quimiotsrapia anticancerigena. En el dia 0, s=
inyactan 100 pg por k3 de peso corporal de bG-CSF o una variante del
mismo por via s.c. Se inyecta cada muestra de bG-CSF en un grupo de 6
ratas aleatorizadas. Se extraen muestras de sangre de 300 ul de sangre
estabilizada con EDTA de la vena de la cola de las ratas antes de la
dosificacién y a las B, 12, 24, 35, 45, 72, @8, 120 y 144 horas tras la

20\
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dosificacidn. Se analizan las muestras de sangre para determinar los
siguientes parametros hematolégicos: hemoglobina, racuento de glébulos
rojos, hematocrito, volumen celular madio, concentracion de hemoglobina
celular media, hemoglobina celular media, recuento de glébulos blancos,
recuento diferencial de leusacitos (neutréfilos, linfocitos, =osindfilos,
baséfilos, monocitos). Partiendo de la base de estas mediciones, se avalla
la =ficacia binlégica de bG-CSF conjugado y no conjugado y variantes del
mismo.

Ejemplo 26
Estudio in vivo que evalda el impacto de la variante bG-CSF-T132pAF 20K
PEG sabre las respuestas hematolégicas del ganado

Se produjo bG-CSF recombinante que contenia una Unica sustitucién
de pAF en la posicién T133 (bG-CSF T123pAF-20K PEG) en E. coli. Esta
proteina tenia una metionina N terminal (SEQ ID NO: 2) y la treonina en la
posicion 134 de la SEQ ID NO: 2 se sustituyé por para-acetilfznilalanina. Se
p=gild la proteina en el sitio de incorporacion de pAF usando oxiamino-PEG
de 20 KD y se purificé mediante cromatografia de liquidos de intercambio
catiénico hasta una pursza >98%. La formulacion final contenia 7,377 mg/ml
de bG-CSF pegilado en tampén de formulacién compuesto por NaAc 4,26
mM; sorbitol al 5%;; Tween 20 al 0,0032%; NacCl 0,565 mM; pH 4,0.

Se adquirieron novillos cruzados ingleses comerciales o del resto de
Europa que pesaban aproximadamente 150 kg y se transportaron a las
instalaciones de investigacidon en las que se identificaron individualmente
con etiquetas en las orejas y se aclimataron durante 7 dias antes de su
inclusién en el estudio.vNo s2 administraron antihiéticos ni vacunas a los
animales durante los periodos de adquisicién o aclimatacion. No se
administraron medicamentos concomitantes a los animales durante el

estudio. Se alojé a los animales en corrales con suglos ranurados de
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hormigén y se expusieron a la temperatura ambiente. Se alimentd a los
animalas una vaz al dia a voluntad con una racién completa, en granulos
(Rumilab® 5508).

El estudio se realizé usando un disefio en bloques completos
aleatorizados en el que los terneros s asignaban a bloques por corral. Se
asignaron doce animalgs o bien a grupos tratados o a control negativo
(tampan de formulacién: sin proteina) (6 animales/tratamiento). Se asignaron
aleatoriamente los animales a los bloques y a los tratamientos dentro de los
bioques.

En el dia -1, un veterinario evalud a los terneros para determinar
signos clinicos de enfermedad. Las evaluaciones incluyzron la frecuencia de
pulsa, la frecuencia respiratoria y las temperaturas rectales, asi como &l
estado global. Se determinaron los pesos corporales y las temperaturas
rectales y se recogieron muestras de sangre anti-coagulada para las
evaluaciongs hematologicas (muestra antes del tratamiento). Se
seleccionaron los animales dentro del intervalo de peso especificado con
perfiles hematolégicos normales hasandose en los intervalos de referencia
de la bibliografia y sin signos clinicos de enfermedad para su inclusién en el
estudio. »

En el dia O, se traté a los terneros o bien con una Unica inyeccion
subcutanea de bG-CSF T133pAF pegilado (40 pg/kg) o bien con tampén de
formulacidn (1 mI/125 kg). Las inyecciones se administraron en la region
preescapular del lado izquierdo del cuello.

Se recogigron muestras de sangre completa (~30 ml) en tubos
estériles que contenian o bien EDTA (Acido etilendiaminotetraacético) para
los recuentos absolutos de leucocitos o bien ACD (acido - citrato - dextrosa)
para la determinacidon de los recuentos absolutos de neutréfilos. Los
recuentos absolutos de leucocitos se determinaron usando un analizador de
sangre ACT10™ de Beckman Coulter. Los recuentos absolutos de
neutréfilos (RAN) se determinaron mediante la evaluacion citométrica de

flujo de los porcentajes de neutréfilos en muestras de sangre completa
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tefiidas con CD45 usando un biocanalizador FACSarray™ de Becton
Dickinson. Los recuentos absolutos de neutréfilos se calcularon
multiplicando &l recuento absoluto de leucocitos por el porcentaje de
neutréfilos.

Ademas de las muestras antes dzl tratamiento recogidas en el dia -1,
se& recogieron muzstras a las 4, 8 y 12 horas an 2l dia 0, 24, y 36 horas tras
el tratamiento, y una vez al dia en los dias 3-14.

Los resultados de la administracién de bG-CSF' pegilado sobre el
RAN se presentan &n la figura 16. Los animales tratados con tampdn de
formulacién solo mostraron valores de RAN relativaments constantes
durante toda la duracién del estudio. Por el contrario, los animales que
recibieron bG-CSF pegilado mostraron un marcado aumento en ¢l RAN en
el plazo de 8 horas tras el tratamiznto. Se chservaron valores maximos de
RAN (aproximadamente 10 veces por encima de los niveles antes del
tratamiento) a las 72 horas tras el tratamiento. Los recuentos absolutos de
neutréfilos disminuysron hasta aproximadamente de 4 a 5 veces por encima
del nivel antes del tratamiento en = dia 5 tras el tratamiento vy
permanecieron en &ste nivel hasta =i dia 10. Los valores disminuyeron
adicionalmente hasta aproximadamente 3,5 vecas por encima del nivel
antes del tratamiento desde el dia 11 hasta el dia 14.

Estos resultados indican pegilacion especifica de sitio de bG-CSF en
la posicion T133, lo que pemiti® obtener una potente actividad
hematopoyética que persistié durante al menos dos semanas en los terneros
tratados con una tnica inyeccién de proteina.

Ejemplo 27
Variante pegilada de bG-CSF T-133
Resumen del 2studio hematolégico
Se realizé un estudlic in vivo para evaluar el impacto de la variante

bG-CSF-T133pAF 20K PEG sohre las respuestas hematoldgicas del
ganado.
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Se produjo bG-CSF recombinantz que contenia una Unica sustitucion
de pAF en la posicion T133 en E. coli. Se pegild la proteina en el sitio de
incorporacién de pAF usando oxiamino-PEG de 20 KD y se purificd
mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién de exclusion
molecular hasta una pureza >98%. La formulacién final contenia 7,377
mg/ml de bG-CSF pegilado en tampédn de formulacién compuesto por NaAc
4,26 mM; sorbitol al 5%; Tween 20 al 0,0033%; NaCl 0,535 nM; pH 4,0.

Se adquirieron novillos cruzados ingleses comerciales o del resto de
Europa que pesaban aproximadamente 150 kg y se transportaron a las
instalacionzs de investigaciéon en las que se identificaron individuaimente
con etiquetas en las orgjas y se aclimataron durante 7 dias antes de su
inclusiéon en el estudio. No se administraron antibiéticos ni vacunas a los
animales durante los periodos de adquisicién o aclimatacién. No se
administraron medicamentos concomitantes a los animales durante el
estudio. Se alojé a los animales en corrales con suelos ranurados de
hormigén y se expusieron a la temperatura ambiente. Se alimenté a los
animales una vez al dia a voluntad con una racién completa, en granulos
(Rumilab® 5508).

El estudio se realizé usando un disefic en bloques completos
aleatorizados en el que los terneros se asignaban a bloques por corral. Se
asignaron doce animales o bien a grupos tratados o a control negativo
(tampdn de formulacion sin proteina) (6 animales/tratamiento). Se asignaron
aleatoriamente los animalzs a los blogues y a los tratamientos dentro de los
bloques.

En el dia -1, un veterinario evalud a los terneros para determinar
signos clinicos de enfermedad. Las evaluaciones incluyeron la frecuencia de
pulso, la frecuencia respiratoria y las temperaturas rectales, asi como el
estado global. Se determinaron los pesos corporales y las temperaturas
rectales y se recogieron muestras de sangre anti-coagulada para las
evaluaciones hematologicas (muestra antes del tratamiento). Se

seleccionaron los animales dentro del intervalo de peso especificado con
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perfiles hematolégicos normales basandose en los intervalos de referencia
de la bibliografia y sin signos clinicos de enfermedad para su inclusién en el
estudio.

En el dia 0, se traté a los tern=ros o kien con una Unica inyaccién
subcutanea de bG-CSF pegilade (40 pg/kg) o bhien con tampén de
formulacién (1 mi/125 kg). Las inyecciones se administraron en la region
preescapular del lado izquierdo del cuello.

Se rzcogieron muestras de sangre completa venosa (~30 ml) en
tukos estériles que contenian o bien EDTA (Acido etilendiaminotetraacético)
para los recuentos absolutos de leucocitos o bien ACD (acido —~ citrato -
dextrosa) para la determinacién de los recuentos absolutos de neutréfilos.
Los recuentos absolutos de lzucocitos se determinaron usando un
analizador de sangre ACT10™ de Beckman Coulter. Los recuzsntos
absolutos de neutréfilos (RAN) se determinaron mediante la evaluacion
citométrica de flujo de los porcentajes de neutréfilos en muestras de sangre
completa tefidas con CD45 usando un bioanalizador FACSarray™ de
Becton Dickinson. Los recuentos absolutos de neutréfilos se calcularon
multiplicando el recuento absoluto de leucocitos por el porcentaje de
neutréfilos.

Ademas de las muestras antes del tratamiento recogidas en &l dia -1,
se recogieron muestras a las 4, 8 y 12 horas en el dia 0, 24, y 36 horas tras
&l tratamiento, y una vez al dia en los dias 3-14.

Los resultados de la administracion de bG-CSF pegilado sobre el
RAN se presentan en la figura 16. Los animales tratados con tampédn de
formulacién solo mostraron valores de RAN relativaments constantes
durante toda la duracidén del estudio. Por 2l contrario, los animalzs qu2
recibieron hG-CSF pegilado mostraron un marcado aumento en el RAN en
¢l plazo de § horas tras &l tratamiento. S2 observaron valores maximos de
RAN (aproximadaments 10 veces por encima de los niveles antes del
tratamiento) a las 72 horas tras el tratamiento. Los recuentos absolutos dea

neutréfilos disminuyeron hasta aproximadamente de 4 a 5 veces por encima
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del nivel antes del tratamiento =n =l dia 5 tras =l tratamiento vy
permanecieron en este nivel hasta el dia 10. Los valores disminuyeron
adicionalmente hasta aproximadamente 3,5 veces por encima del nivel
antes del tratamiento desde el dia 11 hasta el dia 14 (ver figura 17).

Estos resultados indican pegilacion especifica de sitio de bG-CSF en
la posicion T133, Io que permiti6 obtener una potente actividad
hematopoyética que persistié durante al menos dos semanas &n los tarneros
tratados con una unica inyeccion de protsina.

Se entiende que los ejemplos y realizaciones descritos en ¢l presente
documento son Unicamente para fines ilustrativos y que a los expertos
habituales en la técnica se les ocurrirdn diversas modificaciones o cambios
&n vista de los mismos y que van a incluirse dentro del espiritu y ambito de
esta solicitud y alcance de las reivindicaciones adjuntas. Todas las
publicaciones, patantes, solicitudes de patente y/u otros documentos citados
en esta solicitud se incorporan como referencia en su totalidad para todos
los fines en el mismo grado que si se indicase individualmente que cada
publicacién, patentz, solicitud de patente y/u otro documento individual se
incorpora como referzncia para todos los fines.

Ejemplo 28

Variante pegilada bG-CSF T-133

Resumen del estudio de eficacia en mastitis

Se evalud la eficacia metafilactica de la variante hG-CSF-T133pAF
20K PEG frente a infecciones intramamarias que se producen de manera
natural asociadas con patégenos de mastitis clave usando un modelo de
infeccidn de mastitis inducida.

Se produjo hG-CSF recombinante que contenia una dnica sustitucién
de pAF en la posicidn T133 en E. oli. Se pegild la proteina en el sitio de
incorporacion de pAF usando cxiamino-PEG de 20 KD y se purificd
mediante cromatografia de liquidos de alta resolucidon de exclusion

malzcular. La formulacidn final contznia bG-CSF pegilado en tampén de
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formulacion compuesto por NaAc 10 mM; sorbitol al 5% y Twesn 20 al
0,0033% a pH 4,0.

Se seleccionaron vacas periparturientas Holstein-Friesian multiparas
que pesaban 600-800 kg de rebafios de produccién comercial. No se
administré ningun tratamiento antibacteriano a las vacas en el plazo d2 30
dias antes de su inclusién en el estudio. Se alimentaron los animales con
una racién para vacas seca apropiada antes del parto y una racién para
vacas de transicién comenzando el dia del parto y continuando durante la
duracidn del estudio. Se dgjd a los animales acceso a voluntad a agua
fresca. Se siguieron procedimientos de produccion lactea de rutina y se
ordefiaron las vacas dos veces al dia.

Se incluyeron vacas sanas en el estudio aproximadamente sizte dias
antes de su fecha de parto anticipada basandose en los registros de
reproduccion y una evaluacion de su preparacién para parir por €l vaquero.
Se asignaron las vacas a grupos dz tratamiento usando un disefio
completamente aleatorizado. Cada grupe de tratamiento contenia
aproximadamente cincuenta vacas.

Se trataron las vacas con o bien solucidn salina estéril (control
nzgativo), inyecciones diarias (dia -7 a dia 6) de bG-CSF-T133pAF no
pegilado o hien diversas dosis de variante bG-CSF-T133pAF 20K &n ¢! dia
de inclusién y &l dia de parto. Se administraron los tratamientos mediante
inyeccién subcutanga en la region preescapular del cuello.

Un individuo ciego a los grupos de tratamiznto observé los animales
para determinar signos clinicos de mastitis en cada ordefio en los dias 0-28.
Las observaciones especificas incluian la asignacién de una puntuacion
clinica basandose en el aspecto de la leche y ¢l estado de la glandula
mamaria. Si se observaba cualquier anomalia, se realizé una prueha de
mastitis de California en elllos cuarto(s) afectado(s) y se registro la
temperatura rectal del animal. Se hizo la autopsia de cualquier animal que
muriese durante el transcurso del estudio para determinar la causa de la
muerte si era posible.
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Sz registrd la produccidn de leche en cada ordefio en los dias 0-28, y
se racogieron muestras de leche compuestas de cuartos sanos en los dias
3,5, 7 y 10 para analisis d2 composicién de la leche incluyendo: recuentos
de células somaticas, grasa lactea, proteina lactea, lactosa y sdlidos.
También se recogieron muestras de lechs adicionales de cuartos que
presentaban anomalias clinicas para la identificacion de patdégenos
bacterianos.

Se racogieron los porcentajes de nacimientos vivos y las tasas de
concepcion al primer servicio tras la recria mediante inseminacién artificial
para todas las vacas incluidas en el estudio para evaluar el impacto de los
tratamientos sobre la salud reproductora. Se  registraron tambign
ohservaciones diarias de la salud para todos los terneros durante sus
primeros 30 dias de vida y se documentd cualquier anomalia para =valuar 2l
impacto de los tratamientos sobre la salud de los terneros.

Se evalud la eficacia comparando las tasas de morbilidad entre los
grupos de tratamiento tanto para las vacas como para los cuartos
individuales. Los criterios de valoracion secundarios incluian la evaluaciéon
del impacto de los tratamientos scobre la incidencia de mortalidades,
producciéon de leche, composicion de la leche y tasas de concepcion al
primer servicio.

El impacto de los diversos tratamientos sobre la incidencia de mastitis
clinica y mortalidades se resume en la tabla 10.

TaBLa 10

|, Desepctn g Trsemienty Motilidad  Moralids
Bl Exenl (30 D -7y Dia0) 3050 (Gl g
BG-CAF T133-pAF (3 pabg, $I00 14, 05 -7 ~ T e ) 16749 (35% 6

bECEF T132-pAF 20K PEG (40 pifkg, S0x0 G -7 & Bl ) B/53 (11%)

{8

| LFX]

bG-CEF Tiad-pAF 20k FEG (20 pa/kd, S0, Die -7 & Dia 0) 7153 (12%
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La administracién de dosis diarias de bG-CSF T-133 pAF no pegilado
redujo significativamente la incidzncia de nuevas infecciones clinicas por
mastitis con respecto a los controles de solucidn salina. La administracion de
cualquier dosis dz bG-CSF T133-pAF 20K PEG redujo significativamente la
incidencia de nusvas infecciones clinicas por mastitis en relacidn con o bien
los controles de solucién salina o bizn las inyecciones diarias de bG-CSF
T133-pAF no pegilado. La administracién de cualquier dosis de bG-CSF
T133-pAF 20K PEG proporciond una pequefa reduccién numérica en el
numero de mortalidades en relacion con los contrales de solucién salina.

El impacto de los tratamientos sobre la produccién de leche diaria por
vacas sanas s= resume en la figura 18. Los niveles de produccién de leche
fueron similares para vacas tratadas con o bhien solucién salina estéril, bG-
CSF T133-pAF no pegilado y la dosis inferior de bhG-CSF T133-pAF 20K
PEG. Estos animales presentaban aumentaos en la produceion de leche a lo
largo de la duracién del estudio tipicos de los observados normalmente
durante el primer mes de lactancia. Los animales tratados con la dosis
superior de bG-CSF T133-pAF 20K PEG presentaban una produccion de
leche diaria significativamante reducida en relacion con los otros
tratamientos durante toda la duracion del estudio.

El impacto de los tratamientos sobre los rzcuentos de células
somaticas se resume en la figura 19. Animales tratados con o bien bG-CSF
T133-pAF no pegilado o hien bG-CSF T132 pAF 20K PEG presentaban
recuentos de células sométicas que eran o bign similares a o bien inferiores
a los ohservados en los controles de solucion salina en los dias 3, 5y 7 tras
el parto. En el dia 10 tras el parto, los recuentos de células somaticas para
animales tratados son bG-CSF T133-pAF no pegilado o bG-CSF T133 pAF
20K PEG eran significativamente inferiores que los de los controles de
solucion salina, lo que sugiere que astos tratamientos probablemente
estaban reduciendo la incidencia da mastitis no clinica ademas de mastitis
clinica.

29¢
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Los resuitados de los analisis microbioldgicos indicaron que las vacas
moérbidas presentaban una varizdad tipica de patégenos bacterianos
incluyendo  coliformes, especies de Streptococcus,  especies de
Staphilococcus 'y especies de Bacillus. Estos resultados sugiersn que la
administracion de bG-CSF T133-pAF 20K PEG era eficaz para reducir la
enfermedad frente a especies de bacterias Gram positivas y Gram
negativas. |

El impacto de los tratamientos sobre los nacimientos vivos y las tasas
de concepcién al primer servicio se resumen en la tabla 11. No hubo
ninguna diferencia significativa en los porcentajes de nacimientos vivos entra
tratamientos, 1o que sugiers que los tratamientos experimentales no tenian
ningun impacto sobre |a viabilidad de los terneros en el utero. Hubo una
mejora numérica en las tasas de concepcidon al primer servicio entre
animales tratados con o bien bG-CSF T133-pAF no pegilade o bien bG-CSF
T133 pAF 20K PEG y los controles de solucidén salina. Estos resultados
sugieren que los tratamientos experimentales no tenian ningin impacto
negativo sobre la salud reproductora.

TABLA 11 o
Nacimisntos Tazae de
tﬁ-sv:fl_r.:ién ol Tratamiznto s Vive | gs;::ngﬁ:(::o
» E;éﬁna E;lél‘“ (SLDA2 Dia - 7 y DIz 0) S4% 25 6%
B5-CEF T123-pAF (2 ufky, SI0214, D7 - D a §) W% 11.2%
BG-GEF T133-pAF 200 PEG (40 pygikg, 51022, Dis -7 & 0 ) 22% 24.2%
bG-CSF T33-pAF 20K PEG ZIEI pghkg, 31022, D -7 & Tis N) 93% 34.2%

El impacto de la exposicidn en el Gtero a los tratamientos sobre la
salud de terneros nacidos de animales incluidos en ¢l estudio se resume en
la tabla 12. Estos resultados indican que ninguno de los tratamientos
experimentales redujo la incidencia de enfermedad entérica o respiratoria en

relacion con los controles de solucién salina durante los primeros treinta dias
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d= vida. Sin embargo, tanto bG-CSF T133-pAF no pegilado como bG-CSF
T133 pAF 20K PEG redujeron significativamente el nimero de mortalidades
en relacién con los controles de solucion salina. Estos resultados sugieran
que los tratamiantos experimentales tenian un impacto positivo sobre la
gravedad de |la enfermedad.

TABLA 12
incidencla Incidsncia de
Deseripisn dal Tratamisnts ‘émig';’mm ggtpm;;; Martgides
" Saling Ester (3102 Dia - 7 y Dis 0) K L 6
BE-C5F T132-pAF (3 poiky, SI061d, Dia7 - 0= 6) 3 1 1
OE-HEF T13%pAF 201 PEG (40 pglkg, SI0%2, Dix -7 & v ) N 2 0
bG-CEF T133-pAF 20 FEG (20 pghg, SIDN2, Dra-7 & D) e 2 1

Ejemplo 29

Variante pegilada bG-CSF T-133

Enfermedad respiratoria

Resumen del estudio de =ficacia

Se evalla la eficacia metafilactica de diversas dosis de variante hG-
CSF-T133 pAF 20K PEG frente a enfermedad respiratoria bovina que se
produce de manera natural en condiciones de corral de engorde comercial.

Se produce bG-CSF recombinante que contiene una Unica sustitucidon
de pAF en la posicién T133 en E. coli. Se pegila la proteina en el sitio de
incorporacién de pAF usando oxiamino-PEG ds 20 KD y se purifica
mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién de exclusién
molecular. La formulacidn final contiene bG-CSF pegilado en tampén de
formulaciéon compuesto por NaAc 10 mM; sorbitol al 5% y Tween 20 al
0,0033% a pH 4,0.

Se adquirieron novillos cruzados ingleses comerciales o del resto de
Europa que pesaban aproximadamente 500 libras y tipicos de ternasros de

engorde comerciales &n uno o mas establos en el sureste dz los Estados



wn

10

20

365

Unidos. Tras la llegada al sitio de reunién, se identifican los animales
individualmente y un veterinario los examina para detectar anomalias
clinicas. Se registran también las temperaturas rectales y los animales que
estan lihres de signos clinicos de enfermedad y tienen temperaturas rectales
£104°F se seleccionan para su inclusién en el estudio. Se obtienen muestras
de sangre para recuentos de gldbulos blancos diferenciales y totales antes
del tratamiento.

Se asignan aleatoriamente los terneros a grupos de tratamiento tal

como se explica resumidamente en la tabla 13.

TABLA 13
Teatamisriy Régirnzn ds Do # da Animalos
1) Saling Es;éril 101 40
) B-CEE-T123 20K PES (20 pyfkg) aIov 40
) b3-GSFLT13% 20K PEG (10 pufhg) B0 40
A LG-CEF-T132 201 PES (5 potky) SID1 40

Se administra solucidn salina estéril o hG-CSF-T133 pAF 20K PEG
mediante inyeccion subcutanea en la region preescapular del cuello.

La siguiente mafana, se cargan los ternsros en camiones y se envian
a aproximadamente 1400 millas a un corral de engorde comercial en =l norte
de Colorado. Tras la llzgada, se descargan los terneros en corrales de
llegada y se les proporciona acceso a alimento y agua. En el plazo de cuatro
horas tras la lleysda, se trasladan los animales a una zona de
procesamiento en la qi = se pesan y se asignan los primeros diez terneros a
cada grupo de tratamiento y se l=s evtrae sangre para obtener muestras
para recuentos de globulos k'ancos diferenciales y totales. Estos recuentos
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se usan para confirmar que los animales estan respondiendo al tratamiento
tal como se demuestra mediante un aumento en los niumeros de neutréfilos
absolutos. Se distribuyen aleatoriamente los terneros en corrales d= estudio
que contienen cinco animales de cada grupo de tratamiznto para un total de
20 animales por corral.

Un veterinario ciego a las asignaciones de tratamiento observa los
terneros diariamente durante 14 dias tras su llegada para detectar signos
clinicos d= enfermeadad. Cada animal recibe una puntuacién de enfermedad
que oscila desde 0 (sano) hasta 4 (moribundo). Los animales que presentan
puntuaciones de enfermedad >0 se trasladan a una zona de procesamiento
y se registra su temperatura rectal. Los animales que presantan
puntuaciones de enfermedad >0 y temperaturas rectales 2104°F se
identifican como mérhidos y se tratan con un antibiético aprobado y se
devuzlven a su corral de estudio. Sz registran las identidades de los
animales que musren durante el transcurso del estudio y se hace una
autopsia del animal para dsterminar la causa de la muerte.

El criterio de valoracién primario para determinar la eficacia son las
tasas de morhilidad relativas entre grupos de tratamiento. Los criterios de
valoracion secundarios de eficacia incluyen las tasas de mortalidad, los
aumentos de paso diarios medios y las puntuaciones de enfermedad diarias
medias para cada grupo de tratamiento.

Se entiende que los ejemplos y realizaciones descritos en &l presente
documento son Gnicamente para fines ilustrativos y que a los expertos
habituales en la técnica se les ocurriran diversas modificaciones o cambios
&n vista de los mismos y que van a incluirse dentro del espiritu y ambito de
esta solicitud y alcance de las reivindicaciones adjuntas. Todas las
publicaciones, patentes, solicitudes de patente y/u otros documentos citados
en esta solicitud s& incorporan como referencia en su totalidad para todos
los fines en el mismo grado que si se indicase individuaimente que cada
publicacion, patente, solicitud de patente y/u otro documento individual se

incorpora como referencia para todos los fines.
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TABLA 14: Szcuencias citadas.

SEQID! Oy NOMERE |
ggggm J‘,’:NE, A sem IENCIA
1 i Secusniia de TPLHPA—'QLPQ rLL}’u“IF-‘.'IPV'[rnA]‘.GAELQ
§ Aminedddas ERLCAAHKELCHPEELMLLEHSLGIPQAPLAS S
; GoGLEF SSGILGLTSCLHALHAGLELY @G LLAALAGIS
L. bovino PELAPTLDlLuLD/TDFATHXWLtﬂdPﬁLGAAP
AVOFTOOAMPTFTEAFQPRASGVLYVASQLHER
- FLELAYRGLRYLAEP
2 " Secuancia da MTFPLGPARSLPOQSFLLECLEQVERTIGATGARL
¢ Aminodcidos de QERLCAAWNULCHPEELMLLEHSLGIPGAPLSS
L G-0SF boving CSSOILOLTSCLUQLHGGLFLY OSLLQALAGT
N Mtioning SPELAPTLDTLOLDVTRFATHIWLOMEDLGAA
en N terminal PAVurrquAMPTrT AFORTAGIVLVASOLH
' RFTELA PFLR;LAEP
3 Sedusnaia de
nucicitidos um '1C|j.ful,g1tw"tu Faftat \th,
de -3F nacigetgripcigopcontinintypgiul
bawini Eraggacicalgd v:lbaat;aaetoc&‘: AT
) (gaeoga e tiic eI IngeigIc A0 o acaat g aciy
190Eaae) -r:iig;_,'\‘watut AR Eas R0y
faigeoga S L0 DG O ADE YOS LN ;:,tu l{bi»,g.. \'\gt.cml te wlr
| gtitectaaan AT 'u,,g.,LCliu il t";.-.;lb!ml.m_hfl
4

Secuencia de
Mucledtidos de
G-CEF bovino
con mationing
en M tarminal

algaciceatiagaiocte
aaaatisangiguiyioog 7aa
nogaactgainetpetpegacaticar
gtetrcagetgacticatgestgaainaan(3y:
rgetgpesgggaitis ;

CAL kﬂmtbc [5‘11.11;:LL1 HEIZCAREIITES
ataaaclEiEnlateosg
.mm,u ’lg[’ﬁ, seletglontogiptopsizicann
»'ta(cagcgtwl;ﬂctqc Agg
paatytoacggacit

tgtataas bl gty hgat.ﬂq)%; lgpgngrggoercagraglerancstacacagry
cgaigos zaccilcacglozgegtitungogl Egtg atppiogeaagocaactae
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REIVINDICACIONES

Polipéptide bG-CSF que comprende uno o mas aminoacidos no
codificados de manera natural.

Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacién 1, cemprendiendo el
polipéptido bG-CSF una o mas modificaciones postraduccionales.
Polipéptido hG-CSF seqln la reivindicacion 1, estando el polipéptido
unido a un ligador, polimero o molécula biolégicamente activa.
Polipéptidb bG-CSF segun la reivindicacion 3, estando el polipéptido
unido a un polimero soluble &n agua.

Polipéptido bG-CSF segln la reivindicacion 1, estando el polipéptido
unido a un pelimero bifuncional, ligador bifuncional o al menos un
polipéptide bG-CSF adicional.

Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacion 5, en el que el polimero o
ligador bifuncional esta unido a un segundo polipéptido.

Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacidon 6, siendo el segundo
polipéptido un polipéptido bG-CSF.

Polipéptido bG-CSF segun la reivindicaciéon 4, en el que el polimero
soluble en agua comprende un resto de poli(etilenglicol).

Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacion 4, en el que dicho polimero
soluble en agua s& une a un aminoacido no codificado de manera
natural presente en dicho polipéptido b-GCSF.

Polipéptido b3-CSF segun la reivindicacion 1, en el que &l aminoacido
no codificade de manera natural estd sustituido en una posicién
seleccionada del grupo que consiste en los residuos antes de la
posicion 1 (es decir, en el extramo N terminal), 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 16, 20, 21, 22, 23, 24, 25 26, 27, 2
29, 30, 31, 32, 33, 24, 35, 36, 37, 28, 36, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, T0, 51, B2, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 55, RO, B1, B2, A3, B4, A5, A
67,68, 69,70, 71,72, 73, 74,75, 76,77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85
86, 87, 88, &9, 90, 91, 92, 93, @4, 95, 08, 97, 98, 99, 100, 101, 102,

-/50\6 |
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103, 104, 105, 105, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 1186,
117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 128, 127, 128, 129, 130,
131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144,
145, 146, 147, 143, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 1553, 187, 158,
189, 1680, 161, 1682, 183, 164, 165, 166, 167, 168, 16%, 170, 171, 172,
173, 174, 175 (es decir, en el extremo carboxilo terminal de la
proteina), y cualquier combinacion de los mismos (SEQ ID NO: 1 o los
aminoacidos correspondientes en SEQ ID NO: 2).

Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacion 10, en &l que el
aminoacido no codificado de manera natural estd sustituido en una
posicién seleccionada del grupo que consiste en los residuos: 3, 7, 11,
23, 43, 588, B2, /7, K9, 98, 90, 122, 124, 125, 133, 124, 138, 141, 159,
166, 169, 170, 173, y cualjuier combinacion de los mismos de SEQ ID
NO: 1 o los aminoacidos correspondientes en SEQ ID NO: 2.
Polipéptido bG-CSF seglin la reivindicacion 10, en el que el
aminoacido no codificado de manera natural esta sustituido en una
posicidn seleccionada del grupo que consiste en los residuos: 3, 7, 33,
43, 58, 62, 67, 89, 99, 122, 124, 133, 134, 141, 186, y cualquier
combinacién de los mismos (SEQ ID NO: 1 o los aminoacidos
correspondientes en SEQ D NO: 2).

Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacion 10, en el que el
aminoacido no codificado de manera natural esta sustituido en una
posicion seleccionada del grupo que consiste en los residuos 3, 7, 62,
133, 164, y cualquier combinacién de los mismos (SEQ ID NO: 1 o los
aminoacidos correspendientes en SEQ ID NO: 2).

Polipéptido bG-CSF segln la reivindicacién 10, en &l que el
aminoacido no codificado de manera natural esta sustituido en la
posicidén A2 (SEQ ID NO: 1 o &l aminoacido correspondiente de SEQ ID
NO: 2).

Polipéptido hG-CSF segun la reivindicacién 10, en &l que el
aminoacido no codificadn de manera natural esta sustituido en la
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posicién 133 (SEQ ID NO: 1 o el aminoacido correspondients de SEQ
ID NO: 2).

Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacion 4, en el que el aminoacido
no codificado de manera natural estd sustituido en una posicién
seleccionada del grupo que consiste en los residuos antes de la
posicion 1 (es decir, en el extremo N terminal), 1, 2, 3, 4, 5, 8, 7, 8, 9,
10, 11,12, 13, 14, 15, 18, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 2§, 27, 28,
20, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 50, 51, 52, &3, 54, 55, 55, 57, 58, 59, 60, 81, 62, 63, 64, A5, 36,
37, 68,69, 70, 71,72,72, 74,75, 76,77, 78, 79, €0, 81, 82, 83, 84, €5,
86, 87, 88, 89, 90, 91, @2, a3, a4, 95, 95, 97, 98, 99, 100, 101, 102,
103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 118,
117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130,
131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 133, 139, 140, 141, 142, 143, 144,
145, 146, 147, 148, 149, 180, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 158,
158G, 180, 161, 162, 153, 184, 135, 156, 167, 168, 189, 170, 171, 172,

173, 174, 175 (=s decir, en el extremo carboxilo terminal de la

—_—

proteina), y cualquisr combinacién de los mismos (SEQ ID NO: 1 o los
aminoacidos correspondientes en SEQ ID NO: 2).

Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacién 16, en el que el
aminoacido no codificado de manera natural esta sustituido en una
posicidn seleccionada del grupo que consiste en los residuos 3, 7, 11,
33, 43, 58, B2, A7, 89, 98, 99, 123, 124, 125, 133, 134, 134, 141, 159,
166, 169, 170, 173, y cualquier comhinacion de los mismos de SEQ ID
NO: 1 o los aminoacidos correspondientzs en SEQ ID NO: 2.
Polipéptido bG-CSF segln la reivindicacion 16, en el que el
aminoacido no codificado de manera natural estda sustituido en una
posicidn seleccionada del grupo que consiste en los residuos 3, 7, 33,
43, 58, 62, 67, 69, 99, 123, 124, 133, 124, 141, 166, y cualquier
combinacién de los mismos (SEQ ID NO: 1 o los aminoacidos
correspondientes en SEQ ID NO: 2).

20
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Polipéptido bG-CSF segin la reivindicacidn 16, en el que el
aminoacido no codificado de manera natural esta sustituidoe en una
posicién seleccionada del grupo que consiste en los residuos 3, 7, A2,
133, 166, y cualquier combinacién de los mismos (SEQ ID NO: 1 o los
aminoacidos correspondientes en SEQ ID NO: 2).

Polipéptido hG-CSF seglin la reivindicacién 16, en el que el
aminoacido no codificado de mansra natural esta sustituido en la
posicion 62 (SEQ ID NO: 1 o &l aminoacido correspondient2 de SEQ ID
NO: 2).

Polipéptido bG-CSF seglin la reivindicacion 4, en el que &l aminoécido
no codificado de manera natural esta sustituido en la posicion 133
(SEQ ID NO: 1 0 2l aminoacido correspondiante de SEQ ID NO: 2).
Polipéptido hG-CSF segln la reivindicacion 1, comprendiendo el
polipéptido bG-CSF sustitucién, adicién o delecién de uno o mas
aminoacidos que modula la afinidad del polipéptido bG-CSF por un
receptor de bG-CSF.

Polipéptido hG-CSF segln la reivindicacion 1, comprendiendo el
polipéptido hG-CSF sustitucién, adicion o delecion de uno o mas
aminoacidos que aumenta la estabilidad o solubilidad dzl polipéptido
bG-CSF.

Polipéptido bG-CSF segin la reivindicacion 1, comprendiendo el
polipéptido hG-CSF sustitucidn, adicién o delecion de uno o mas
aminoacidos que aumenta la exprzsién del polipéptido bG-CSF en una
célula huésped recombinante o sintetizado in vitro.

Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacion 1, comprendiendo el
polipéptido bG-CSF sustitucién, adicion o delecion de uno o mas
aminoacidos que aumenta la resistencia a proteasas del polipéptido
bG-CSF.

Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacion 1, en &l que €l aminoacido
no codificado de manara natural es reactivo frente a un ligador,

polimero 5 molécula hiolagicamente activa que por lo demas no es
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reactivo frente a cualquiera de los 20 aminoacidos comunes en el
polipéptido.

Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacién 1, en 2l que el aminoacido
no codificado de manera natural comprends un grupo carbonilo, un
grupo aminooxilo, un grupo hidrazina, un grupo hidrazida, un grupo
semicarbazida, un grupo azida o un grupo alquino.

Polipéptido bG-CSF s=gun la reivindicacién 27, en &l que el
aminoacido no codificado de manara natural comprende un grupo
carbonilo.

Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacion 28 en &l que el

aminoacido no codificado de manera natural tiene la estructura:

(CH2)R1COR,

BN

RsHN COR,

en la que n es 0-10; Ry es un alquilo, arilo, alquilo sustituido o arilo
sustituido; Rz &s H, un alquilo, arilo, alquilo sustituido y arilo sustituido;
y R; es H, un aminoacido, un polipéptido o un grupo de modificacién de
extremo amino terminal, y Ry es H, un aminoacido, un polip&ptido o un
grupo de madificacidn de =xtremo carboxilo terminal.

Polipéptido bG-CSFa segln la reivindicacién 27, en el que el
amineacido no codificado de manera natural comprende un grupo
aminooxilo.

Polipéptido hG-CSF sequn la reivindicacion 27, en &l que el
aminoacide no codificade de manera natural comprende un grupo
hidrazida.

Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacién 27, en el que el
aminoacido no codificado de manera natural comprende un grupo
hidrazina.
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Polipéptido hG-CSF seguin la reivindicacion 27, en el que el residuo de
aminoacido no codificado de manera natural comprende un grupo
semicarbazida.

Polipéptido hG-CSF segun la reivindicacién 27, en el que el residuo de
aminoacido no codificado de manera natural comprende un grupo
azida.

Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacion 34, en el que el

aminoacido no cadificado da manera natural tiene la estructura:

(CHZ)nR1X(CHz)mN3

RzHN COR;

en la que n es 0-10; Ry es un alquilo, arilo, alquilo sustituido, arilo
sustituido o no esta presente; X es O, N, S o no esta presente; m es 0-
10; Rz &s H, un aminoacido, un polipéptido o un grupo de modificacion
de extremo amino terminal, y Rz s H, un aminoacido, un polipéptido o
un grupo de modificacion de extremo carboxilo terminal.

Polipéptido bG-CSF seguin la reivindicacion 27, en el que el
aminoacido no codificade de manera natural comprende un grupo
alquino.

Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacién 36, en el que el
aminoacido no codificado de ranera natural tiene la estructura:

(CH2)R1X(CH2),CCH
R,HN COR,
en la que n es 0-10; Ry es un alquilo, arilo, alquilo sustituido o arilo

sustituido; X es O, N, S o0 no esta presente; m es 0-10, Rz es H, un

aminoacido, un polipéptido o un grupo de maodificacidn de extremo
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amino terminal, y R; es H, un aminoacido, un polipéptido o un grupo de
modificacién de extremo carboxilo terminal.

Polipéptido bG-CSF seguin la reivindicacion 4, en el que el polimero
soluble en agua tiene un psso molecular de entrz aproximadamente
0,1 kDa y aproximadamente 100 kDa.

Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacién 38, en el que el polimero
soluble en agua tiene un peso molecular de entre aproximadamente
0,1 kDa y aproximadamente 50 kDa.

Polipéptido bG-CSF s&glin la reivindicacién 4, que se prepara haciendo
reaccionar un polipéptido bG-CSF que comprende un aminoacide que
contieng carbonilo.con un polimero soluble &n agua que comprende un
grupo aminoovilo, hidrazina, hidrazida o semicarbazida.

Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacion 40, en el que el grupo
aminooyilo, hidrazina, hidrazida o semicarbazida se une al polimero
soluble en agua a través de un enlace amida.

Polipéptido hG-CSF segln la reivindicacién 4, que se prepara haciendo
reaccionar un polimero soluble en agua que comprende un Jrupo
carbonilo con un polipéptido que comprende un aminoacido no
codificado de manera natural que comprande un grupo aminooxilo, un
grupo hidrazina, un grupo hidrazida o un grupo semicarbhazida.
Polipéptido bG-CSF seguin la reivindicacion 4, que se prepara haciendo
reaccionar un polipéptido bG-CSF qu= comprende un amincacido que
contiene alquino con un polimera soluble en agua que comprends un
resto azida.

Polipéptido bG-CSF sequin la reivindicacién 4, que se prepara haciendo
reaccionar un polipéptido hG-CSF que comprende un aminoacido que
contiene azida con un polimero soluble en agua que comprands un
resto alquino.

Palipéptido bG-CSF segun la reivindicacién 27, en el que el grupo
azida o alquino s2 une a un polimero soluble &n agua a través de un
enlace amida.

5o
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Palipéptido bG-CSF segun la reivindicaciéon 4, en el que =l polimero
soluble en agua es un polimero ramificado o de muiltiples brazos.
Polipéptido bG-CSF seguin la reivindicacion 46, en el que cada
ramificacién del polimerc soluble en agua tiene un peso molecular de
entre aproximadamente 1 kDa y aproximadamentz 100 kDa.
Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacion 1, en &l que el polipéptido
€s un antagonista de bG-CSF.

Polipéptido kG-CSF sequn la reivindicacidn 48, en el que &l polipéptido
comprende una o mas modificacidon postraduccional, ligador, polimero
o molécula hiolégicamente activa.

Polipéptido hG-CSF segun la reivindicacion 49, en el que el polimero
comprande un reste seleccionado de un grupo que consiste en un
polimero soluble en agua y poli(etilenglicol).

Polipéptido hG-CSF sequn la reivindicacion 48, en el que el polipéptido
impide la activacién del receptor de hG-CSF.

Polipéptido bG-CSF segtin la reivindicacion 1, en el que el aminoacido
no cadificado de manera natural comprende un resto de sacarido.
Polip&ptido hG-CSF segln la reivindicacién 3, en el que el ligador,
polimero o molécula hiolégicamente activa se une al polipéptido por
medio de un resto de sacarido.

Acido nucleico aislado que comprende un polinucledtido que hibrida en
condiciones rigurosas con SEQ ID NO: 3 6 4 o una secuencia de
polihucleétido que codifica para SEQ ID NO: 1 ¢ 2, en el que el
polinucladtido comprende al menos un coddn selector.

Acide nucleico aislado segin la reivindicacién 54, en el que =l coddn
selector se selecciona del grupo que consiste en un codén ambar,
coddn ocre, coddn dpalo, un cadon Gnico, un coddn raro y un codon de
cuatro bases.

Método de preparacion del polipéptido bG-CSF segun la reivindicacion
3, comprendiendo &l métado poner en contacto un polipéptido bG-CSF

aislado que comprende un aminoacido no codificado de manera natural
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con un ligador, polimero o molécula bioldgicamente activa que
comprende un resto que reacciona con =l aminoacido no codificado de
manera natural.

Método segun la reivindicacién 56, en 2l que el polimero comprande un
resto seleccionade de un grupo que consiste en un polimero scluble en
agua y poli(etilenglicol).

Método segln la reivindicacién 56, en el que el aminoacido no
codificado de manera natural comprende un grupo carbonilo, un grupo
aminooxilo, un grupo hidrazida, un grupo hidrazina, un grupo
semicarbazida, un grupo azida o un grupo alquino.

Métodn segun la reivindicacion 56, n el que el aminoacido no
codificado de manera natural comprend= un resto carbonilo y el
ligador, polimero o molécula hioldgicamente activa comprende un resto
aminooxilo, un resto hidrazina, un resto hidrazida o un resto
semicarhazida.

Mé&todo segun la reivindicacion 59, en el que el resto aminooxilo,
hidrazina, hidrazida o semicarbazida se une al ligador, polimero o
molécula bioldgicamente activa a través de un enlace amida.

Método segun la reivindicacién 56, en el que el aminoacido no
codificado de manera natural comprende un resto alquino y el ligador,
polimero o molécula bioldégicamente activa comprende un resto azida.
Método segun la reivindicacion 56, en el que el aminoacido no
codificado de manera natural comprende un resto azida y el ligador,
polimero o molécula bhiolégicamente activa comprende un resto
alquino.

Métodn segun la reivindicacion 58, en el que el resto azida o alquino se
une a un ligador, polimero o molécula bioldgicamente activa a través
de un enlace amida.

Método segin la reivindicacién 57, en el que el resto de
poli(etilenglicol) tiene un peso molecular promedio de entre
aproximadamente 0,1 kDa y aproximadamente 100 kDa.

KO
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Método segin la reivindicacion 57, en &l que el resto de
poli(etilznglicol) es un polimero ramificado o de multiples brazos.
Composicién que comprznde el polipéptido bG-CSF segun la
reivindicacion 1 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
Composicién segln la reivindicacién 66, &n el que & aminoacido no
codificado de manera natural se une a un polimero soluble en agua.
Método de tratamiento de un animal que tiene un trastorno modulada
por bhG-CSF que comprende administrar al animal una cantidad
terapéuticamente eficaz de la composicién sequn la reivindicacion 66.
Célula que comprende el acido nucleico segun la reivindicacién 54,
Célula segun la reivindicacién 69, comprendiendo la célula una ARNt
sintetasa ortogonal o un ARNt ortogonal.

Meétodo de preparacion de un polipéptido bG-CSF que comprende un
aminoacido no codificado de manera natural, comprendiendo el
método  cultivar células que comprenden un  polinucleétido o
polinucledtidos que codifican para un polipéptido bG-CSF  que
comprende un coddn selector, una ARN sintetasa ortogonal y un ARNt
ortogonal en condiciones para permitir la expresion del polipéptido bG-
CSF que comprende un aminoacido no codificado de manera natural; y
purificar €l polipéptido bG-CSF.

Método de modulacion de la semivida 2n suero o dal tismpo en
circulacién de un polipéptido hG-CSF, comprendiendo = método
sustituir uno cualquiera o mas aminoacidos que se producen de
manera natural por uno 0 mas aminoacidos no codificados de manera
natural en el polip&ptido bG-CSF.

Polipgptido bG-CSF cedificado por un polinucleétido que tiene una
secuencia mostrada en SEQ ID NO: 3 5 4 o qua codifica para un
polipéptido mostrado como SEQ ID NO: 1 6 2, en el que dicho
polinucledtido comprende un coddn selector, y en el que dicho
polipéptido comprende al menos un aminoacido no codificado de
manera natural.
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Polipéptido bG-CSF segln la reivindicacion 73, en el que el
aminoacido no codificado de manera natural se une a un ligador,
polimero, polimero soluble en agua o molécula biolégicamente activa.
Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacion 74, en el que &l polimero
soluble en agua comprende un resto de poli(etilenglicol).
Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacién 73, en el que el
aminoacido no codificado de manera natural estd sustituido en una
posicion seleccionada dal grupo que consiste &n los residuos antes de
la posicidn 1 (es decir, en el extremo N terminal), 1,2, 3,4, 5,58, 7, 8, 9,
10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 13, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 23, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45 48, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, £5, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, A4, 65, 66,
67, 68,69, 70,71, 72,73, 74, 75,76, 77,78, 79, 80, €1, 82, 83, 84, 85,
806, 87, 88, 89, @0, @1, 92, 923, 44, 35, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102,
103, 104, 105, 1048, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 1186,
117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130,
131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144,
145, 146, , 148, 140, 180, 151, 152, 153, 154, 155, 158, 157, 158,
189, 1680, 161, 162, 182, 134, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172,
173, 174, 175 (es decir, en el extremo carboxilo terminal de la
proteina), y cualquier combinacion de los mismos (SEQ ID NO: 1 o los
aminoacidos correspondientes en SEQ ID NO: 2).
Polipéptido bG-CSF segln la reivindicacion 76, en el que el
aminoacido no cadificado dz manera natural esta sustituido en una
posicién seleccionada del grupo que consiste en los residuos 3, 7, 11,
3, 42, 88, B2, 67, 80, 08, 99, 123, 124, 125, 133, 134, 136, 141, 159,
166, 169, 170, 173, y cualquier combinacion de los mismos de SEQ ID
NO: 1 o los aminoacidos correspondientes en SEQ ID NO: 2
Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacién 76, en el que el
aminoacida no codificado de manera natural esta sustituido en una

posicion seleccionada del grupo que consiste en los residuos 3, 7, 33,
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43, 68, 82, &7, 8%, @&, 123, 124, 133, 134, 141, 166, y cualquier
combinacion de los mismos (SEQ ID NO: 1 o los aminoacidos
correspondientes en SEQ ID NO: 2).

Polipéptido bG-CSF seglin la reivindicacién 76, en el que el
aminoacido no codificado de manera natural esta sustituido en una
posicién seleccionada del grupo que consiste en los residuos 3, 7, 62,
133, 166, y cualquier combinacion de los mismos (SEQ ID NO: 1 o los
aminoacidos correspondientes en SEQ ID NO: 2).

Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacion 76, en el que el
aminoacido no codificado de manera natural esta sustituido en la
posicion 62 (SEQ ID NO: 1 o &l aminoacido correspondiente de SEQ ID
NO: 2).

Polipéptido bG-CSF segln la reivindicacion 73, en el que el
aminoacido no codificado de manera natural esta sustituido en la
posicion 132 (SEQ ID NO: 1 o el aminoacido correspondiznte de SEQ
ID NO: 2).

Polipéptido bG-CSF seglin la reivindicacion 73, en el que &l
aminoacido no codificado de manera natural comprende un grupo
carbonilo, un grupo aminooxilo, un grupo hidrazida, un grupo hidrazina,
un grupo semicarbazida, un grupo azida o un grupo alquino.

Polipéptido hG-CSF saguln la reivindicacion 75, en el que &l resto de
poli(etilenglicol) tiene un peso molecular de entre aproximadamente 0,1
kDa y aproximadamente 100 kDa.

Polipéptido bG-CSF se&gun la reivindicasion 75, en el que el resto de
poli(étilenglicol) &s un polimero ramificado o de multiples brazos.
Polipiptido bG-CSF s=gin la reivindicacion 84, en el que el resto de
poli(etilenglicol) tiene un peso molecular de entre aproximadamentes 1
kDa y aproximadamente 100 kDa.

Composicion que comprende el polipéptido hG-CSF  segin la

reivindicacion 732 y un vehiculo farmacéuticaments aceptable.
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Polipéptide hG-CSF que comprende sustitucion, adiciéon o delecién de
uno o mas aminoacidos que aumenta la expresion del polipéptido bG-
CSF en una célula huésped recombinante.

Polipéptido hG-CSF que comprend: un polimero soluble en agua unido
mediante un enlace covalente al polip4ptide bG-CSF en un Gnico
aminoacido.

Polipéptido hG-CSF segun la reivindicacion 88, en el que el polimero
soluble en agua comprende un resto de poli(etilenglicol).

Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacién 88, en el que el
aminoacido de forma covalente unido al polimero soluble en agua es
un aminoacido na codificado d= manera natural.

Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacion 10, en &l que dicho
aminoacido no codificado de manera natural se une a una molécula de
poli(etilenglicol).

Polipéptido bG-CSF que comprende al menos un ligador, polimero o
molacula biolégicamente activa, en &l que dicho ligador, polimero o
molécula biolédgicamente activa se une al polipéptido a través de un
grupo funcional de un aminoacido no codificado de manera natural
incorporado d= manera ribosémica en el polipéptido.

Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacion 92, en el que dicho
polipéptido bG-CSF estd monopegilado.

Polipéptido bG-CSF que comprende un ligador, polimero o molécula
biologicamente activa que se une a uno o mas aminoacidos no
codificados de manera natural en & que dicho aminoacide no
ccdificado de manera natural se incorpora de manera ribosémica en el
polipéptido en sitios preseleccionados.

Polipéptido bG-CSF segln la reivindicacién 94, comprendiendo el
polipéptido bG-CSF uno de dicho ligador, polimero o molécula
biologicamente activa.

Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacién 1, comprendiendo &l
polipéptido hG-CSF substitucion, adicion o delecion de uno o mas

pRe.o
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aminoacidos que modula la hematopoyesis en un animal tras la
administracion del polipéptido.

Polipéptido bhG-CSF segin la reivindicacion 1, comprendizndo el
polipéptido bG-CSF substitucidon, adicion o delecién de uno o mas
aminoacidos que modula la semivida en suero o el tiempo en
circulacién del polipéptido bG-CSF.

Polipéptido bG-CSF segin la reivindicacién 1, comprendiendo el
polipéptido bG-CSF substitucién, adicién o delecidn de uno o mas
aminoacidos que modula la proliferaciéon de los neutrdfilos en un animal
tras la administracion del polipéptido.

Polipéptido bG-CSF segln la reivindicacion 1 6 4, en el que el
polipéptido comprende también una sustitucion de aminoacido
cadificado de manera natural.

Polipéptido hG-CSF segun la reivindicacion 1, comprendiendo el
polipéptido hG-CSF substitucién, adicion o delecién de uno o mas
aminoacidos que modula la maduracién de los neutréfilos en un animal
tras la administracién del polipéptido.

Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacion 1, comprendiendo el
polipéptido bG-CSF substitucién, adicion o deleciéon de uno o mas
aminoacidos que modula la funciéon de los neutrofilos en un animal tras
la administracién del polipéptido.

Método de tratamiento de un animal con una infeccion modulada por
bG-CSF que compfende administrar al animal una cantidad
terapéuticamente eficaz de la composicion segun la reivindicacion 66.
Polipéptido bG-CSF segun la reivindicacion 4, en el que el polimero
soluble &n agua se une a dicho polipéptido mediante un enlace oxima.
Método de prevencion de una infeccién en un animal que comprends
administrar al animal una cantidad terapéuticamente eficaz de la
composicion segun la reivindicacion 66.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Hays Putnam, Anna-Maria
Knudsen, Nick
Norman, Thea
Koder, Alan
Kraynov, Vadim
Ho, Lillian

Canning, Peter

<120

\9

Polipéptidos G-CSF bovinos modificados y sus usos

<130> AMBX-0154.00PCT

<150> Documento 61/083.132
<151> 23-07-2008

<160> 24

<170> Patentln version 3.4

<210> 1
<211> 174
<212> PRT

<213> Bos taurus

<400> 1

Thr Pro Leu Gly Pro Ala Arg Ser Leu Pro Gin Ser Phe Leu Leu Lys
1 5 10 15

Cys Leu Glu GIn Val Arg Lys lle GIn Ala Asp Gly Ala Glu Leu Gin
20 25 30
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Glu Arg Leu Cys Ala Ala His Lys Lau Cys His Pro Glu Glu Lau Met

35 40 45
Leu Leu Arg His Ser Leu Gly lle Pro GIn Ala Pro Leu Ser Ser Cys
50 55 60
Ser Ser GIn Ser Leu GIn Leu Thr Ser Cys Leu Asn Gin Leu His Gly
65 70 75 80
Gly Leu Phe Leu Tyr GIn Gly Leu Leu Gin Ala Leu Ala Gly Iz Ser
85 90 95
Pro Glu Leu Ala Pro Thr Lzu Asp Thr Leu GIn Leu Asp Val Thr Asp
100 105 110
Phe Ala Thr Asn lle Trp Leu Gin Met Glu Asp Leu Gly Ala Ala Pro
115 120 125
Ala Val GIn Pro Thr GIn Gly Ala Met Pro Thr Phe Thr Sar Ala Phe
130 135 140
GIn Arg Arg Ala Gly Gly Val Leu Val Ala Ser GIn Leu His Arg Phe
145 150 155 160
Leu Glu Leu Ala Tyr Arg Gly Leu Arg Tyr Leu Ala Glu Pro
165 170
<210> 2
<211> 175
<212> PRT

<213> Bos taurus

<400> 2

Met Thr Pro Leu Gly Pro Ala Arg Ser Leu Pro GIn Ser Phe Leu Leu
1 5 ' 10 15

Lys Cys Leu Glu GIn Val Arg Lys lle Gin Ala Asp Gly Ala Glu Leu
20 25 30

GIn Glu Arg Lau Cys Ala Ala His Lys Leu Cys His Pro Glu Glu Leu
35 40 45
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3

Met Leu Leu Arg His Ser Leu Gly lle Pro GIn Ala Pro Leu Ser Ser
50 55 60

Cys Ser Ser GIn Ser Leu GIn Leu Thr Ser Cys Leu Asn GIn Leu His
65 70 75 80

Gly Gly Leu Phe Leu Tyr GIn Gly Leu Leu GiIn Ala Leu Ala Gly lle
85 Q0 95

Ser Pro Glu Leu Ala Pro Thr Leu Asp Thr Leu Gin Leu Asp Val Thr
100 105 110

Asp Phe Ala Thr Asn lle Trp Leu Gin Met Glu Asp Leu Gly Ala Ala
115 120 125

Pro Ala Val GIn Pro Thr GIn Gly Ala Met Pro Thr Phe Thr Ser Ala
130 135 140

Phe GIn Arg Arg Ala Gly Gly Val Leu Val Ala Ser GiIn Leu His Arg

145 150 155 160

Phe Leu Glu Leu Ala Tyr Arg Gly Leu Arg Tyr Leu Ala Glu Pro
165 170 175

<210> 3

<211> 525

<212> ADN

<213> Bos taurus

<400> 3

actccattag gtoctgcacg tagectyccet caaagttttc tastyaaata cetggageag 60
gtccgraaaa ttcaagetga tgatacagaa ctacaggage gtotgtgtge cgecacataaa 120
ctatgccace cggaagaact gatgotgctg cgeecattcac tggnaateee acaggetect 180
ctatcctegt gtagetctca aagtetgcag ctgacticat gectgaatca actgecacgga 240
gacctattee tgtatcaggg tetactgecag gegetaaceg gaatttcece gaagetgaeca 300

cegacactgg acaccctgea actggatgta acggactttg ctactaacat ctogetgcag 360
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atggaaqgatc tgagagcegge cccageagty caacctacac agggegetat goccgaccttc 420
acgtcggcegt ttcagegteg cgecggtage attctgatcg caagecaact geategtttc 480
ctggagctag cgtaccgegg totgeattat ctggeotgaac cataa 525

<210> 4
<211> 528
<212> ADN

<213> Bos taurus

<400> 4

atgactcecat taggtcctae acgtagectg cotcaaagtt ttotgotgaa atgectggag 60
caggtccgea aaattcaage tgatagtgeg gaactgcagg agegtetgtg tgeegeacat 120
aaactgtgcc accecggaaga actgatgetg ctgegecatt cactaggaat cccacagact 180
cotetgtoot cgtgtagete traaagtetg caqctgactt catgectgaa tcaactgcac 240
qagaggcctgt tectgtatea gaatetgctg caggeactag cegagattte cccggagetg 300
gcaccgacac tggacacect acaactggat gtaacggact ttactactaa catetgactg 360

cagatggaag atctgggage ggecccagca gtgcaaccta cacagggcge tatgecgace
420

ttcacgtcgg eatttcageg tegeacegat gacattetga tegcaageca actgeategt 480
ttcctggage tggegtaceg cgatctacat tatctagetg aaccataa 528

<210> 5
<211> 77
<212> ADN

<213> Methanococius jannaschii

<400> 5

ccggegatag ttcagcagag cagaacggeg gactctaaat ccgeatageg ctagttcaaa 60
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tsoggoscge cggacea 77

<210> 6
<211> 88
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Un ARNt supresor ambar optimizado

<400> 6

cccaggatag ccaagcetegg ccaacggega cggactctaa ateegttcte gtaggagtte 60
gaggattcga atccctteee tgggacca 88

<210> 7
<211> 89
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Un ARnt supresor de desplazamiento de marco AGGA
optimizado

<400> 7

gcgaggatag ccaagetcga ccaacggcega cjgjacttect aatcogttet cgtaggagtt 60
cgagggttcg aatceotoce ctegeacea 89
<210> 8

<211> 307
<212> PRT
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<213> Atrtificial

<220>

N~

<223> Aminoacil-ARNt sintetasa para la incorporacion de

p-azido-L-fenilalanina

<400> 8

Gly Met Asp Glu Phe Glu Met lle Lys Arg Asn Thr Ser Glu lle lle
1 5 10 15

Ser Glu Glu Glu Leu Arg Glu Val Leu Lys Lys Asp Glu Lys Ser Ala
20 25 30

Gly lle Gly Phe Glu Pro Ser Gly Lys Iz His Leu Gly His Tyr Leu
35 40 45

Gin lle Lys Lys Met lle Asp Leu GIn Asn Ala Gly Phe Asp lle lie
50 55 60

lle Leu Leu Ala Asp Leu His Ala Tyr Leu Asn Gin Lys Gly Glu Leu
65 70 75 80

Asp Glu lle Arg Lys lle Gly Asp Tyr Asn Lys Lys Val Phe Glu Ala
85 a0 95

Met Gly Leu Lys Ala Lys Tyr Val Tyr Gly Ser Thr Phe Gin Leu Asp
100 105 110

Lys Asp Tyr Thr L2u Asn Val Tyr Arg Leu Ala Leu Lys Thr Thr Leu
115 120 125

Lys Arg Ala Arg Arg Ser Met Glu Leu lle Ala Arg Glu Asp Slu Asn
130 135 140

Pro Lys Val Ala Glu Val lle Tyr Pro lle Met GIn Val Asn Thr Tyr
145 150 155 160

Tyr Tyr Leu Gly Val Asp Val Ala Val Gly Gly Met Glu Gin Arg Lys
165 170 175

e His Met Leu Ala Arg Glu Lau Leu Pro Lys Lys Val Val Cys lle
180 185 190

&
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His Asn Pro Val Leu Thr Gly Leu Asp Gly Glu Gly Lys Met Sar Ser
195 200 205

Ser Lys Gly Asn Phe lle Ala Val Aspr Asp Ser Fro Glu Glu lle Arg
210 215 220

Ala Lys lle Lys Lys Ala Tyr Cys Pro Ala Gly Val Val Glu Gly Asn

22 230 235 240

Pro lle Met Glu lie Ala Lys Tyr Phe Leu Glu Tyr Pro Leu Thr lle

245 250 255
Lys Arg Pro Glu Lys Phe Gly Gly Asp Leu Thr Val Asn Ser Tyr Glu
260 265 270
Glu Leu Glu Ser Leu Phe Lys Asn Lys Glu Leu His Pro Met Asp Leu
275 28 285
Lys Asn Ala Val Ala Glu Glu Leu lle Lys lle Leu Glu Pro lle Arg
290 295 300
Lys Arg Leu
305
<210> 9
<211> 306
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Aminoacil-ARNLt sintetasa para la incorporacion de
p-benzoil-L-fenilalanina

<400> 9

Met Asp Glu Phe Glu Met lle Lys Arg Asn Thr Ser Glu lle lle Ser
1 5 10 15

Glu Glu Glu Leu Arg Glu Val Leu Lys Lys Asp Glu Lys Ser Ala Gly
20 25 30
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lle Gly Phe Glu Pro Ser Gly Lys lle His Leu Gly His Tyr Leu GIn
35 40 45

lle Lys Lys Met lle Asp Leu GIn Asn Ala Gly Phe Asp lle lle lle
50 55 60

Leu Leu Ala Asp Leu His Ala Tyr Lzu Asn GIn Lys Gly Glu Leu Asp
A5 70 75 80

Glu lle Arg Lys Iz Gly Asp Tyr Asn Lys Lys Val Phe Glu Ala Met
85 a0 95

Gly Leu Lys Ala Lys Tyr Val Tyr Gly Ser Ser Phe GIn Leu Asp Lys
100 105 110

Asp Tyr Thr Leu Asn Val Tyr Arg Lzu Ala Leu Lys Thr Thr Leu Lys
115 120 125

~ Arg Ala Arg Arg Ser Met Glu Leu lie Ala Arg Glu Asp Glu Asn Pro

130 135 140

Lys Val Ala Glu Val lle Tyr Pro lie Met Gin Val Asn Thr Ser His
145 150 155 160

Tyr Leu Gly Val Asp Val Ala Val Gly Gly Met Glu GiIn Arg Lys lle
165 170 175

His Met Leu Ala Arg Glu Leu Leu Pro Lys Lys Val Val Cys lle His
180 185 190

Asn Pro Val Leu Thr Gly Leu Asp Gly Glu Gly Lys Met Ser Ser Ser
195 200 205

Lys Gly Asn Phe lle Ala Val Asp Asp Ser Pro Glu Glu lle Arg Ala
210 215 220

Lys lle Lys Lys Ala Tyr Cys Pro Ala Gly Val Val Glu Gly Asn Pro
225 230 235 240

lle Met Glu lle Ala Lys Tyr Phe Leu Glu Tyr Pro Leu Thr llz Lys
245 250 255

Arg Pro Glu Lys Phe Gly Gly Asp Leu Thr Val Asn Ser Tyr Glu Glu
260 265 270

Leu Glu Ser Leu Phe Lys Asn Lys Glu Leu His Pro Met Asp Leu Lys
275 280 25
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Asn Ala Val Ala Glu Glu Leu lle Lys ll= Leu Glu Pro lle Arg Lys
290 295 300

Arg Leu

305

<210> 10
<211> 305
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Aminoacil-ARNt sintztasa para la incorporacion de

propargil-fenilalanina

<400> 10

Met Asp Glu Phe Glu Met lle Lys Arg Asn Thr Ser Glu lle lle Ser
1 5 10 15

Glu Glu Glu Leu Arg Glu Val Leu Lys Lys Asp Glu Lys Ser Ala Ala
20 25 30

lle Gly Phe Glu Pro Ser Gly Lys lle His Leu Gly His Tyr Leu GIn
35 40 45

lle Lys Lys Met lie Asp Leu GIn Asn Ala Gly Phe Asp lle llg lle
50 55 60

Leu Leu Ala Asp Leu His Ala Tyr Leu Asn Gin Lys Gly Glu Leu Asp
65 70 75 80

Glu lle Arg Lys lle Gly Asp Tyr Asn Lys Lys Val Phe Glu Ala Met
85 90 95

Gly Leu Lys Ala Lys Tyr Val Tyr Gly Ser Pra Phe Gin Leu Asp Lys
100 105 110

Asp Tyr Thr Leu Asn Val Tyr Arg Leu Ala Leu Lys Thr Thr Leu Lys
115 120 125
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Arg Ala Arg Arg Ser Met Glu Leu lle Ala Arg Glu Asp Glu Asn Pro
130 135 140

Lys Val Ala Glu Val lle Tyr Pro lle Met GIn Val Asn Ala lle Tyr
145 150 158 160

Leu Ala Val Asp Val Ala Val Gly Gly Met Glu GIn Arg Lys lle His
165 170 175

M=t Leu Ala Arg Glu Leu Leu Pro Lys Lys Val Val Cys lle His Asn
180 185 190

Pro Val Leu Thr Gly Leu Asp Gly Glu Gly Lys Met Ser Ser Ser Lys
195 200 205

Gly Asn Phe lle Ala Val Asp Asp Ser Pro Glu Glu lle Arg Ala Lys
210 215 220

lle Lys Lys Ala Tyr Cys Pro Ala Gly Val Val Glu Gly Asn Pro lle
225 23 235 240

Met Glu lle Ala Lys Tyr Phe Leu Glu Tyr Pro Leu Thr lle Lys Arg

245 250 255
Pro Glu Lys Phe Gly Gly Asp Leu Thr Val Asn Ser Tyr Glu Glu Leu
260 265 270
Glu Ser Leu Phe Lys Asn Lys Glu Leu His Pro Met Asp L=u Lys Asn
275 280 285
Ala Val Ala Glu Glu Leu lle Lys lle Leu Glu Pro lle Arg Lys Arg
290 295 300
Leu
305
<210> 11
<211> 305
<212> PRT

. <213> Artificial

<220>

<223> Aminnacil-ARNt sintetasa para la incorporacion de
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propargil-fenilalanina

<400> 11

Met Asp Glu Phe Glu Met Iz Lys Arg Asn Thr Ser Glu ll= lle Ser
1 5 10 15

Glu Glu Glu Leu Arg Glu Val Leu Lys Lys Asp Glu Lys Ser Ala Ala
20 25 30

lle Gly Phe Glu Pro Ser Gly Lys lle His Leu Gly His Tyr Leu Gin
35 40 45

lle Lys Lys Met lle Asp Leu GIn Asn Ala Gly Phs Asp lle lle fle
50 55 60

Leu Leu Ala Asp L=u His Ala Tyr Leu Asn GIn Lys Gly Glu Leu Asp
65 70 75 80

Glu lle Arg Lys lle Gly Asp Tyr Asn Lys Lys Val Phe Glu Ala Met
85 90 95

Gly Leu Lys Ala Lys Tyr Val Tyr Gly Ser Fro Phe GIn Leu Asp Lys
100 105 110

Asp Tyr Thr Leu Asn Val Tyr Arg Leu Ala Leu Lys Thr Thr Leu Lys
115 120 125

Arg Ala Arg Arg Ser Met Glu Leu lle Ala Arg Glu Asp Glu Asn Pro
130 135 140

Lys Val Ala Glu Val lle Tyr Pro lle Met GIn Val Asn lle Pro Tyr
145 150 185 160

Leu Pro Val Asp Val Ala Val Gly Gly Mat Glu Gin Arg Lys lle His
165 170 175

Met L=u Ala Arg Glu Leu Leu Pro Lys Lys Val Val Cys lle His Asn
180 185 190

Pro Val Leu Thr Gly Leu Asp Gly Glu Gly Lys Met Ser Ser Ser Lys
195 200 205

Gly Asn Phe ll= Ala Val Asp Asp Ser Pro Glu Glu fle Arg Ala Lys
210 215 220
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lle Lys Lys Ala Tyr Cys Pro Ala Gly Val Val Glu Gly Asn Pro lle

225 230 235 240
Met Glu lle Ala Lys Tyr Pha Leu Glu Tyr Pro Leu Thr lle Lys Arg
245 250 255
Pro Glu Lys Phe Gly Gly Asp L=u Thr Val Asn Ser Tyr Glu Glu Leu
2680 265 270
Glu Ser Leu Phe Lys Asn Lys Glu Leu His Pro Met Asp Leu Lys Asn
275 280 285
Ala Val Ala Glu Glu Leu lle Lys lle Leu Glu Pro lle Arg Lys Arg
290 295 300
Leu
305
<210> 12
<211> 305
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Aminoacil-ARNt sintetasa para la incorporacion de
propargil-fenilalanina

<400> 12

Met Asp Glu Phe Glu Met lle Lys Arg Asn Thr Ser Glu lle lle Ser
1 5 10 15

Glu Glu Glu Leu Arg Glu Val Lzu Lys Lys Asp Glu Lys Ser Ala Ala
20 25 30

lle Gly Phe Glu Pro Ser Gly Lys lle His Leu Gly His Tyr Leu GIn

35 40 45

lle Lys Lys Mt lle Asp Leu GIn Asn Ala Gly Phe Asp lle lle lle
50 55 60
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Leu Leu Ala Asp Leu His Ala Tyr Leu Asn GIn Lys Gly Glu Leu Asp
65 70 75 80

Glu lle Arg Lys lle Gly Asp Tyr Asn Lys Lys Val Phe Glu Ala Met
85 Q0 95

Gly Leu Lys Ala Lys Tyr Val Tyr Gly Ser Lys Phe Gin Leu Asp Lys
100 105 110

Asp Tyr Thr Leu Asn Val Tyr Arg Leu Ala Leu Lys Thr Thr Leu Lys
115 120 125

Arg Ala Arg Arg Ser Met Glu Leu llz Ala Arg Glu Asp Glu Asn Fro
130 135 140

Lys Val Ala Glu Val llz Tyr Pro lie Met Gin Val Asn Ala lle Tyr
145 150 158 160

Leu Ala Val Asp Val Ala Val Gly Gly Met Glu Gin Arg Lys lle His
165 170 175

Mzt Leu Ala Arg Glu Leu Leu Pro Lys Lys Val Val Cys lle His Asn
180 185 190

Pro Val Leu Thr Gly Leu Asp Gly Glu Gly Lys Mat Ser Ser Ser Lys
195 200 205

Gly Asn Phe lle Ala Val Asp Asp Ser Pro Glu Glu lle Arg Ala Lys
210 215 220

Hle Lys Lys Ala Tyr Cys Pro Ala Gly Val Val Glu Gly Asn Pro lle
225 230 235 240

Met Glu lle Ala Lys Tyr Phe Leu Glu Tyr Pro Leu Thr lle Lys Arg
245 250 255

Pro Glu Lys Phe Gly Gly Asp Leu Thr Val Asn Ser Tyr Glu Glu Leu
260 265 270

Glu Ser Leu Phe Lys Asn Lys Glu Leu His Pro Met Asp Lau Lys Asn

275 280 285

Ala Val Ala Glu Glu Leu lle Lys lle Leu Glu Pro lle Arg Lys Arg
290 295 300

Leu
305
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<210> 13
<211> 306
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Aminoacil-ARNt sintetasa para la incorporacion de

p-azido-fenilalanina

<400> 13

Met Asp Glu Phe Glu Met lle Lys Arg Asn Thr Ser Glu lle lle Ser
1 5 10 15

Glu Glu Glu Leu Arg Glu Val Leu Lys Lys Asp Glu Lys Ser Ala Thr
20 25 30

lle Gly Phe Glu Pro Ser Gly Lys lle His Leu Gly His Tyr Leu Gin
K1) 40 45

lle Lys Lys Met lle Asp Leu GIn Asn Ala Gly Phe Asp lle Iz lle
50 55 60

Leu Leu Ala Asp Leu His Ala Tyr Leu Asn Gin Lys Gly Glu Leu Asp
65 70 75 80

Glu lle Arg Lys lle Gly Asp Tyr Asn Lys Lys Val Phe Glu Ala Met
85 90 95

Gly Leu Lys Ala Lys Tyr Val Tyr Gly Sar Asn Phe Gin Lau Asp Lys
100 105 110

Asp Tyr Thr Leu Asn Val Tyr Arg Leu Ala Leu Lys Thr Thr Leu Lys
115 120 125

Arg Ala Arg Arg Ser Met Glu Leu lle Ala Arg Glu Asp Glu Asn Pro
130 135 140

Lys Val Ala Glu Val lle Tyr Pro lle Met Gin Val Asn Pro Leu His
145 150 155 160
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Tyr Gln Gly Val Asp Val Ala Val Gly Gly Met Glu GIn Arg Lys lle
165 170 175

His Met Leu Ala Arg Glu Leu Leu Pro Lys Lys Val Val Cys lle His
180 185 190

Asn Pro Val Leu Thr Gly Leu Asp Gly Glu Gly Lys Mat Ser Ser Ser
195 200 205

Lys Gly Asn Phe lie Ala Val Asp Asp Ser Pro Glu Glu lle Arg Ala
210 215 220

Lys llz Lys Lys Ala Tyr Cys Pro Ala Gly Val Val Glu Gly Asn Pro
225 230 235 240

lle Met Glu lle Ala Lys Tyr Phe Leu Glu Tyr Pro Leu Thr lle Lys
245 250 255

Arg Pro Glu Lys Phe Gly Gly Asp Leu Thr Val Asn Ser Tyr Glu Giu
260 265 270

Leu Glu Ser Lau Phe Lys Asn Lys Glu Leu His Pro Met Asp Leu Lys
275 280 285

Asn Ala Val Ala Glu Glu Leu lle Lys ll= Leu Glu Pro Iz Arg Lys
290 295 300

Arg Leu

305

<210> 14
<211> 306
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Aminoacil-ARNt sintetasa para la incorporacion de

p-azido-fenilalanina

<400> 14
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Met Asp Glu Phe Glu Met lle Lys Arg Asn Thr Ser Glu lle lle Ser
1 5 10 15

Glu Glu Glu Leu Arg Glu Val Leu Lys Lys Asp Glu Lys Ser Ala Thr
20 25 30

lle Gly Phe Glu Pro Ser Gly Lys lle His Leu Gly His Tyr Leu GIn
35 40 45

lle Lys Lys Mat lle Asp Leu Gln Asn Ala Gly Phea Asp lle lle lle
50 55 60

Leu Leu Ala Asp Leu His Ala Tyr Leu Asn Gin Lys Gly Glu Leu Asp
65 70 75 80

Glu lle Arg Lys lle Gly Asp Tyr Asn Lys Lys Val Phe Glu Ala Met
85 20 95

Gly Leu Lys Ala Lys Tyr Val Tyr Gly Ser Ser Phe GIn Leu Asp Lys
100 105 110

Asp Tyr Thr Leu Asn Val Tyr Arg Leu Ala Lau Lys Thr Thr Leu Lys
115 120 125

Arg Ala Arg Arg Ser Met Glu Leu e Ala Arg Glu Asp Glu Asn Pro
130 135 140

Lys Val Ala Glu Val lle Tyr Pro lle Met GIn Val Asn Pro Leu His
145 150 158 160

Tyr GIn Gly Val Asp Val Ala Val Gly Gly Met Glu GIn Arg Lys lle
165 170 175

His Mt Leu Ala Arg Glu Leu Leu Pro Lys Lys Val Val Cys lle His
180 185 - 190

Asn Pro Val Leu Thr Gly Leu Asp Gly Glu Gly Lys Met Ser Ser Ser
195 200 205

Lys Gly Asn Phe lle Ala Val Asp Asp Ser Pro Glu Glu lle Arg Ala
210 215 220

Lys lle Lys Lys Ala Tyr Cys Pro Ala Gly Val Val Glu Gly Asn Pro
225 230 235 240

lle Met Glu lle Ala Lys Tyr Phe Lau Glu Tyr Pro Leu Thr lle Lys
245 250 255
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Arg Pro Glu Lys Phe Gly Gly Asp Leu Thr Val Asn Ser Tyr Glu Glu

260 265 270
l.eu Glu Sar Leu Phe Lys Asn Lys Glu Leu His Pro Met Asp Leu Lys
275 280 285
Asn Ala Val Ala Glu Glu Leu lle Lys 1l Leu Glu Pra lle Arg Lys
290 295 300
Arg Leu
305
<210> 15
<211> 306
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Aminoacil-ARNt sintetasa para la incorporacion de

p-azido-fenilalanina

<400> 15

Met Asp Glu Phe Glu Met lle Lys Arg Asn Thr Ser Glu lle lle Ser
1 5 10 15

Glu Glu Glu Leu Arg Glu Val Leu Lys Lys Asp Glu Lys Ser Ala Leu
20 25 30

lle Gly Phe Glu Pro Ser Gly Lys lle His Leu Gly His Tyr Leu Gin
35 40 45

lle Lys Lys Met lle Asp Leu GIn Asn Ala Gly Phe Asp lle llz lle
50 55 60

Leu Leu Ala Asp Leu His Ala Tyr Leu Asn GIn Lys Gly Glu Lzu Asp
65 70 75 80

Glu lle Arg Lys Iz Gly Asp Tyr Asn Lys Lys Val Phe Glu Ala Met
88 a0 a5
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Gly Leu Lys Ala Lys Tyr Val Tyr Gly Ser Thr Phe GIn Leu Asp Lys
100 105 110

Asp Tyr Thr Leu Asn Val Tyr Arg Leu Ala Leu Lys Thr Thr Leu Lys
115 120 125

Arg Ala Arg Arg Ser Met Glu Leu lle Ala Arg Glu Asp Glu Asn Pro
130 135 140

Lys Val Ala Glu Val lle Tyr Pro lle M=t GIn Val Asn Pro Val His
145 150 155 160

Tyr GIn Gly Val Asp Val Ala Val Gly Gly Met Glu GIn Arg Lys lle
165 170 175

His Met Leu Ala Arg Glu Leu Leu Pro Lys Lys Val Val Cys llz His
180 185 190

Asn Pro Val Leu Thr Gly Leu Asp Gly Glu Gly Lys M=t Ser Ser Ser
195 200 205

Lys Gly Asn Phe lle Ala Val Asp Asp Ser Pro Glu Glu ll= Arg Ala
210 215 220

Lys lle Lys Lys Ala Tyr Cys Pro Ala Gly Val Val Glu Gly Asn Pro

225 23 235 240

lle Met Glu lle Ala Lys Tyr Phe Leu Glu Tyr Pro Leau Thr lle Lys

245 250 255
Arg Pro Glu Lys Phe Gly Gly Asp Leu Thr Val Asn Ser Tyr Glu Glu
260 265 270
Leu Glu Ser Leu Phe Lys Asn Lys Glu Leu His Pro Met Asp Leu Lys
275 280 285
Asn Ala Val Ala Glu Glu Leu lle Lys lle Leu Glu Pro lle Arg Lys
290 295 300
Arg Leu
305
<210> 16
<211> 306
<212> PRT

D{O
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<213> Artificial

<220>
<223> Aminoacil-ARNLt sintetasa para la incorporacién de

p-azido-fenilalanina

<400> 16

Met Asp Glu Phs Glu Met lle Lys Arg Asn Thr Ser Glu lle llz Sar
1 5 10 15

Glu Glu Glu Leu Arg Glu Val Leu Lys Lys Asp Glu Lys Ser Ala Thr
20 25 30

lle Gly Phe Glu Pro Ser Gly Lys lle His L=u Gly His Tyr Lau Gin
35 40 45

lle Lys Lys Met ll2 Asp Leu GIn Asn Ala Gly Phe Asp lle lle lle
50 55 60

Leu Leu Ala Asp Leu His Ala Tyr Leu Asn GIn Lys Gly Glu Leu Asp
65 70 75 80

Glu lle Arg Lys lle Gly Asp Tyr Asn Lys Lys Val Phe Glu Ala Met
85 Q0 95

Gly Leu Lys Ala Lys Tyr Val Tyr Gly Ser Ser Ph= Gin Leu Asp Lys
100 105 110

Asp Tyr Thr Leu Asn Val Tyr Arg Leu Ala Leu Lys Thr Thr Leu Lys
115 120 125

Arg Ala Arg Arg Ser Met Glu Lzu lle Ala Arg Glu Asp Glu Asn Pro
130 135 140

LLys Val Ala Glu Val lle Tyr Pro iz Met Gin Val Asn Pro Ser His
145 150 158 160

Tyr GIn Gly Val Asp Val Ala Val Gly Gly Met Glu GIn Arg Lys lle
165 170 175

His Met Leu Ala Arg Glu Leu Leu Pro Lys Lys Val Val Cys lle His
180 185 160
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Asn Pro Val Leu Thr Gly Leu Asp Gly Glu Gly Lys Met Ser Ser Ser

195 200 205
Lys Gly Asn Phe lle Ala Val Asp Asp Ser Pro Glu Glu lle Arg Ala
210 215 220
Lys ll2 Lys Lys Ala Tyr Cys Pro Ala Gly Val Val Glu Gly Asn Pro
225 22 235 240
lle Met Glu lle Ala Lys Tyr Phe Leu Glu Tyr Pro Leu Thr lle Lys
245 250 255
Arg Pro Glu Lys Phe Gly Gly Asp L=u Thr Val Asn Ser Tyr Glu Glu
260 265 270
Leu Glu Ser Leu Phe Lys Asn Lys Glu Leu His Pro Met Asp Leu Lys
275 280 285
Asn Ala Val Ala Glu Glu Leu ll= Lys lle Leu Glu Pro lle Arg Lys
290 295 300
Arg Leu
305
<210> 17
<211> 308
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Aminoacil-ARNt sintetasa para la incorporacién de
p-acetil-fenilalanina

<400> 17

Met Asp Glu Phe Glu Met lle Lys Arg Asn Thr Ser Glu lle lle Ser
1 5 10 15

Glu Glu Glu Leu Arg Glu Val Leu Lys Lys Asp Glu Lys Ser Ala Lzu
20 25 30
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lle Gly Phe Glu Pro Ser Gly Lys lle His Leu Gly His Tyr Leu GIn
35 40 45 »

lle Lys Lys Met lle Asp Leu Gin Asn Ala Gly Phe Asp lle lle lle
50 55 60

Leu Leu Ala Asp Leu His Ala Tyr Leu Asn GIn Lys Gly Glu Leu Asp
65 70 75 80

Glu lle Arg Lys lle Gly Asp Tyr Asn Lys Lys Val Phe Glu Ala Met
85 20 95

Gly Leu Lys Ala Lys Tyr Val Tyr Gly Ser Glu Phe GIn Leu Asp Lys
100 105 110

Asp Tyr Thr Leu Asn Val Tyr Arg Leu Ala Leu Lys Thr Thr Leu Lys
115 120 125

Arg Ala Arg Arg Ser M=t Glu Leu 11z Ala Arg Glu Asp Glu Asn Pro
130 135 140

Lys Val Ala Glu Val lle Tyr Pro lle Met GIn Val Asn Gly Cys His
145 150 155 160

Tyr Arg Gly Val Asp Val Ala Val Gly Gly Met Glu Gin Arg Lys lle
165 170 175

His Met Leu Ala Arg Glu Leu L=u Pro Lys Lys Val Val Cys lle His
180 185 190

Asn Pro Val Leu Thr Gly Leu Asp Gly Glu Gly Lys Met Ser Ser Ser
195 200 205

Lys Gly Asn Phz ll2 Ala Val Asp Asp Ser Pro Glu Glu lle Arg Ala
210 215 220

Lys lle Lys Lys Ala Tyr Cys Pro Ala Gly Val Val Glu Gly Asn Pro
225 230 235 240

lle Met Glu lle Ala Lys Tyr Phe Leu Glu Tyr Pro Lau Thr lle Lys
245 250 255

Arg Pro Glu Lys Phe Gly Gly Asp Leu Thr Val Asn Ser Tyr Glu Glu
260 265 270

Leu Glu Ser Leu Phe Lys Asn Lys Glu Leu His Fro Met Asp Leu Lys
275 280 285
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Asn Ala Val Ala Glu Glu Leu lle Lys lle Leu Glu Pro lle Arg Lys
290 295 300

Arg Leu

305

<210> 18
<211> 3086
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Aminoacil-ARNLt sintetasa para la incorporacion de

p-acetil-fenilalanina

<400> 18

Mzt Asp Glu Phe Glu Mzt lle Lys Arg Asn Thr Ser Glu lle lle Ser
1 5 10 15

Glu Glu Glu Leu Arg Glu Val Leu Lys Lys Asp Glu Lys Ser Ala Leu
20 25 30

lle Gly Phe Glu Pro Ser Gly Lys lle His Leu Gly His Tyr Leu Gin
35 40 45

e Lys Lys Met ll= Asp Leu GIn Asn Ala Gly Phe Asp lle lle lle
50 55 60

Leu Leu Ala Asp Leu His Ala Tyr Leu Asn GIn Lys Gly Glu Leu Asp
A1) 70 75 80 ‘

Glu lle Arg Lys lle Gly Asp Tyr Asn Lys Lys Val Phe Glu Ala Met
85 90 95

Gly Leu Lys Ala Lys Tyr Val Tyr Gly Ser Glu Phe GIn Leu Asp Lys
100 105 110

Asp Tyr Thr Leu Asn Val Tyr Arg L=u Ala Lzu Lys Thr Thr Leu Lys
118 120 125
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Arg Ala Arg Arg Ser Met Glu Leu lle Ala Arg Glu Asp Glu Asn Pro
130 135 140

Lys Val Ala Glu Val lle Tyr Pro lle Met SIn Val Asn Gly Thr His
145 150 158 160

Tyr Arg Gly Val Asp Val Ala Val Gly Gly M=t Glu GIn Arg Lys lle
165 170 175

His Met Leu Ala Arg Glu Leu Leu Pro Lys Lys Val Val Cys lle His
180 185 190

Asn Pro Val Leu Thr Gly Leu Asp Gly Glu Gly Lys Met Ser Ser Ser
195 200 205

Lys Gly Asn Phe lle Ala Val Asp Asp Ser Pro Glu Glu lle Arg Ala
210 215 220

Lys lle Lys Lys Ala Tyr Cys Pro Ala Gly Val Val Glu Gly Asn Pro
2

225 23 235 240

lle Met Glu lle Ala Lys Tyr Phe Leu Glu Tyr Pro Leu Thr lle Lys

245 250 255
Arg Pro Glu Lys Phe Gly Gly Asp Leu Thr Val Asn Ser Tyr Giu Glu
260 265 270
Leu Glu Ser Leu Phe Lys Asn Lys Glu Leu His Pro Mst Asp Leu Lys
275 280 285
Asn Ala Val Ala Glu Glu Leu lle Lys lle Leu Glu Pro lle Arg Lys
290 295 300
Arg Leu
305
<210> 19
<211> 306

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Aminoacil-ARNt sintetasa para la incorporacién de
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p-acetil-fenilalanina

<400> 19

Met Asp Glu Phe Glu Met lle Lys Arg Asn Thr Ser Glu llz lle Ser
1 5 10 15

Glu Glu Glu Leu Arg Glu Val Leu Lys Lys Asp Glu Lys Ser Ala Ala
20 25 30

lle Gly Phe Glu Pro Ser Gly Lys Il His Lau Gly His Tyr Leu GIn
35 40 45

lle Lys Lys Met lle Asp Leu GIn Asn Ala Gly Phe Asp iz lle lle
50 55 | 60

Leu Leu Ala Asp Lzu His Ala Tyr Leu Asn Gin Lys Gly Glu Leu Asp
65 70 75 : 80

Glu lle Arg Lys lle Gly Asp Tyr Asn Lys Lys Val Phe Glu Ala Met
85 90 95

Gly Leu Lys Ala Lys Tyr Val Tyr Gly Ser Glu Phe GIn Leu Asp Lys
100 105 110

Asp Tyr Thr Leu Asn Val Tyr Arg Leu Ala Leu Lys Thr Thr Leu Lys
115 120 125

Arg Ala Arg Arg Ser Met Glu Leu ll= Ala Arg Glu Asp Glu Asn Pro
130 135 140

Lys Val Ala Glu Val lle Tyr Pro lle Met Gin Val Asn Gly Gly His
145 150 155 160

Tyr Leu Gly Val Asp Val lle Val Gly Gly Met Glu GIn Arg Lys lle
165 170 175

His Met Leu Ala Arg Glu Leu Leu Pro Lys Lys Val Val Cys lle His
180 185 190

Asn Pro Val Leu Thr Gly Lzu Asp Gly Glu Gly Lys Met Ser Ser Ser
195 200 205

Lys Gly Asn Phe lle Ala Val Asp Asp Ser Pro Glu Glu lle Arg Ala
210 215 220
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Lys lle Lys Lys Ala Tyr Cys Pro Ala Gly Val Val Glu Gly Asn Pro
225 23 23 240

e Met Glu llz Ala Lys Tyr Phe Leu Glu Tyr Pro Leu Thr lle Lys

245 250 255
Arg Pro Glu Lys Phe Gly Gly Asp Leu Thr Val Asn Ser Tyr Glu Glu
260 265 270
Leu Glu Ser Leu Phe Lys Asn Lys Glu Leu His Pro Met Asp Leu Lys
275 280 285
Asn Ala Val Ala Glu Glu Leu ll= Lys ll= Leu Glu Pro lle Arg Lys
290 295 300
Arg Leu
305
<210> 20
<211> 306
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Aminoacil-ARNt sintetasa para la incorporacién de

p-azido-fenilalanina

<400> 20

Met Asp Glu Phe Glu Met Ilz Lys Arg Asn Thr Ser Glu lle lle Ser
1 5 10 15

Glu Glu Glu Leu Arg Glu Val Leu Lys Lys Asp Glu Lys Ser Ala Ala
20 25 30

lle Gly Phe Glu Pro Ser Gly Lys lle His Leu Gly His Tyr Leu Gin
35 40 45

lle Lys Lys Met lle Asp Leu Gln Asn Ala Gly Phe Asp lle llg lle
50 55 60
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Leu Leu Ala Asp L=u His Ala Tyr Leu Asn GIn Lys Gly Glu Leu Asp
B85 70 75 80

Glu lle Arg Lys lle Gly Asp Tyr Asn Lys Lys Val Phe Glu Ala Met
35 90 a5

Gly Leu Lys Ala Lys Tyr Val Tyr Gly Ser Arg Phe Gin Leu Asp Lys
100 105 110

Asp Tyr Thr Leu Asn Val Tyr Arg Leu Ala Leu Lys Thr Thr Leu Lys
115 120 125

Arg Ala Arg Arg Ser Mt Glu Leu lle Ala Arg Glu Asp Glu Asn Pro
130 135 140

Lys Val Ala Glu Val lle Tyr Pro lle Met GIn Val Asn Val lle His
145 150 1585 160

Tyr Asp Gly Val Asp Val Ala Val Gly Gly Met Glu Gin Arg Lys lle
165 170 175

His Met Leu Ala Arg Glu Leu Leu Pro Lys Lys Val Val Cys lle His
180 185 190

Asn Pro Val Leu Thr Gly Leu Asp Gly Glu Gly Lys Met Ser Ser Ser
195 200 205

Lys Gly Asn Phe lle Ala Val Asp Asp Ser Pro Glu Glu lle Arg Ala
210 215 220

Lys lle Lys Lys Ala Tyr Cys Pro Ala Gly Val Val Glu Gly Asn Pro
225 230 235 240

lle Met Glu lle Ala Lys Tyr Phe Leu Glu Tyr Pro Leu Thr lle Lys
245 250 255

Arg Pro Glu Lys Phe Gly Gly Asp Leu Thr Val Asn Ser Tyr Glu Glu
260 265 270

Leu Glu Ser Leu Phe Lys Asn Lys Glu Leu His Pro Met Asp Leu Lys
275 280 285

Asn Ala Val Ala Glu Glu Leu lle Lys lle Leu Glu Pro lle Arg Lys
290 295 300

Arg Leu
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305

<210> 21
<211> 306
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Aminoacil-ARNt sintetasa para la incorporacion de
p-azido-fenilalanina:

<400> 21
Met Asp Glu Phe Glu Met lle Lys Arg Asn Thr Ser Glu lle lle Ser

1 5 10 15

Glu Glu Glu Leu Arg Glu Val Leu Lys Lys Asp Glu Lys Ser Ala Gly
20 25 30

lle Gly Phe Glu Pro Ser Gly Lys ile His Leu Gly His Tyr Leu Gin
35 40 45

lle Lys Lys Met lle Asp Leu GIn Asn Ala Gly Phe Asp lle lie lle
50 55 60

Leu Leu Ala Asp Leu His Ala Tyr Leu Asn GIn Lys Gly Glu Leu Asp
65 70 75 80

Glu lle Arg Lys lle Gly Asp Tyr Asn Lys Lys Val Phe Glu Ala Met
85 90 95

Gly Leu Lys Ala Lys Tyr Val Tyr Gly Ser Thr Phe GIn Leu Asp Lys
100 105 110

Asp Tyr Thr Lsu Asn Val Tyr Arg L=u Ala Leu Lys Thr Thr Leu Lys
115 120 125

Arg Ala Arg Arg Ser Met Glu Leu 1= Ala Arg Glu Asp Glu Asn Pro
130 135 | 140

Lys Val Ala Glu Val lle Tyr Pro lle Met Gin Val Asn Thr Tyr Tyr
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145 150 155 160

Tyr Leu Gly Val Asp Val Ala Val Gly Gly Met Glu GIn Arg Lys ll2
165 170 175

His Met Leu Ala Arg Glu Leu Leu Pro Lys Lys Val Val Cys lle His
180 185 190

Asn Pro Val Leu Thr Gly Leu Asp Gly Glu Gly Lys Met Ser Ser Ser
195 200 205

Lys Gly Asn Phe lle Ala Val Asp Asp Ser Pro Glu Glu lle Arg Ala
210 215 22

Lys lle Lys Lys Ala Tyr Cys Pro Ala Gly Val Val Glu Gly Asn Pro

225 230 235 240
lle Met Glu lle Ala Lys Tyr Phe Leu Glu Tyr Pro Leu Thr lle Lys
245 250 285
Arg Pro Glu Lys Phe Gly Gly Asp Leu Thr Val Asn Ser Tyr Glu Glu
260 265 270
Leu Glu Ser Leu Phe Lys Asn Lys Glu Leu His Pro Met Asp Leu Lys
275 280 285
Asn Ala Val Ala Glu Glu Leu lle Lys lle Lzu Glu Pro lle Arg Lys
260 205 300 :
Arg Leu
305
<210> 22
<211> 921
<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Sintetasa mutante derivada de sintstasa de

Methanacocous jannaschii

<400> 22

A
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atggacgaat ttgaaatgat aaagagaaac acatctgaaa ttatcagcga agaagagtta 60
agagagottt taaaaaaaga tyjaaaaatct getgttatag attttgaace aagtggtaaa 120
atacatttag ggcattatct ccaaataaaa aagatgatty atttacaaaa tgctagattt 180
Qatataatta tatatttggc tgatttacar gectatttaa accagaaagg agagttggat 240
Jgagattagaa aaataggaga ttataacaaa aaagttttta aagcaatgag gttaaagaca 300
aaatatgttt atggaagtga acatggtctt gataagaatt atacactgaa tgtctataga 360
ttgactttaa aaactacctt aaaaagagca agaaggagta tggaacttat agcaagagaa 420
gatgaaaatc caaaggttac tyaagttate tatccaataa tgcaggattaa tggaattcat 480
tatgagoaca ttgatattgc aattgaagag atagagcaga gaaaaataca catgttagca 540
agggaqcttt taccaaaaaa gatigtttat attcacaace ctatettaac gggtttggat 600
ggagaaggaa agatgaattc ttcaaaaggq aattttatag ctattgatga ctctccagaa 660
gagattagga ctaagataaa gaaageatac tacccagety gagttattaga agjyaaatecca 720
ataatggaga tagctaaata cttoottgaa tatectttaa ccataaaaag geccagaaaaa 780
tttgatggag atttgacagt taatagctat gagaagttag agagtttatt taaaaataag 840
gaattgcatc caatggattt aaaaaatgct gtagctgaag aacttataaa gattttagag 900
ccaattagaa agagattata a 921

<210> 23
<<211> 77
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> ARNt mutante derivado de ARNt de AMethanocoocus

jannaschii

XN
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<400> 23
ccagcgataq ttcagcaggg cagaacgoeg gactctaaat ccgeatggeg ctgattcaaa
tccageccgce cggacea 77

<210> 24
<211> 306
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Sintetasa mutante derivada de sintetasa de

Mesthanaococcus jannaschii
<400> 24
Met Asp Glu Phe Glu Mat lle Lys Arg Asn Thr Ser Glu lis le Ser

1 5 10 15

Glu Glu Glu Leu Arg Glu Val Leu Lys Lys Asp Glu Lys Ser Ala Val
20 25 30

lle Gly Phe Glu Pro Ser Gly Lys lle His Leu Gly His Tyr Leu Gin
35 40 45

lle Lys Lys Met ll= Asp L2u GIn Asn Ala Gly Phe Asp lle llg 12
50 55 60

Tyr Leu Ala Asp Leu His Ala Tyr Leu Asn GIn Lys Gly Glu Leu Asp
65 70 75 80

Glu lle Arg Lys lle Gly Asp Tyr Asn Lys Lys Val Phe Glu Ala Met
85 90 95

Gly Leu Lys Ala Lys Tyr Val Tyr Gly Ser Glu His Gly Leu Asp Lys
100 105 110

Asp Tyr Thr Leu Asn Val Tyr Arg Leu Ala Leu Lys Thr Thr Leu Lys
115 120 125

60
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Arg Ala Arg Arg Ser Met Glu Leu lle Ala Arg Glu Asp Glu Asn Pro
130 135 140

Lys Val Ala Glu Val llz Tyr Pro lle M=t Gin Val Asn Gly ll= His
145 150 155 160

Tyr Glu Gly Val Asp Val Ala Val Gly Gly Met Glu GIn Arg Lys lle
165 170 175

His Met Lau Ala Arg Glu Leu Lau Pro Lys Lys Val Val Cys lle His
180 185 190

Asn Pra Val Leu Thr Gly Leu Asp Gly Glu Gly Lys Met Ser Ser Ser
195 200 205

Lys Gly Asn Phe lie Ala Val Asp Asp Ser Pro Glu Glu lle Arg Ala
210 215 220

Lys lle Lys Lys Ala Tyr Cys Pro Ala Gly Val Val Glu Gly Asn Pro
225 230 235 240

lle Mzt Glu lle Ala Lys Tyr Phe Leu Giu Tyr Pro Leu Thr lle Lys
245 250 255

Arg Pro Glu Lys Phe Gly Gly Asp Leu Thr Val Asn Ser Tyr Glu Glu
260 265 270

Leu Glu Ser Leu Phe Lys Asn Lys Glu Leu His Pro Met Arg Leu Lys

275 280 285

Asn Ala Val Ala Glu Glu Leu lle Lys lle Leu Glu Pro lle Arg Lys
290 295 300

Arg Leu
305
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Industria y Comercio
SUFERIMTEMDERMCIA

Doctor(a)

LLOREDA PICALIPTE ALICIA
Apcderada(a) yio Representants de
LILLY AND SOMPANY

FEFEFENCIA Fadicacion Ho. 1119241
Salicitud internacicnal PCTUS2009/051.
Fecha inicio faze nacional 23/02/2011

v, (J
(]
Di o]

Tramite 11
Evento 378
Actuacian 430

Oficio Na. :& 0 5 5 1 0

Come resultads del s=amen de forma, realizado con fundamento en &l artiouls 33 de la Decisidn 486 da la
Cormizion de la Comunidad Andina, ariculy 27 del Tratado de Cooperacidén en Mataria de Palentes (PCT), rsgla
£1 biz del Feglarments y Zircular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercia, $& b3 somunica que:

1. Con reapecto al resurmen y de conformidad con b dizpussto en el ardiculs 21 0. 436 en @l cual 35 establace
que &l resumen consizie en una 3intesis J la divalgaciin téonica contenida en 13 saolicitud de patents, deba
adecuar 2l resumen a los dispueste an dicha norma, tenisnds en cusnta que &l edtracts permitird precizar 21
objeto de la invencidn, sus elementos caractsristicos y el campo de aplicacion,

Anexo al présente requerinisnts 32 sugisren los linsamientos principales para 13 presentacion adecuada del
resumen.

2. La solicitud ne contiens @ poder debidaments olorgado, con el 1zno de oz requisitos axigidos por 1o3 articulos
65y zubsiguient:s del Codigo de Procedimients Civil. Adicionalmente, deberd presentar el documents que
acredita la @xislencia y rprasentacion 1zgal de 1a sociedad solicitants, cuando ésta fuere persona juridica.

<

. La golicitud no contiena 13 copia dal documento en qua consta la cesidn del derecho a la patents del inventor sl
solicitania & a sy cauzarts, sonforme a 1o establecido por o adiculy 26 literal k) de la Decigidn 436 de la
Cormision de 13 Cormunidad Andina. Cuando se lrate de documentos olorgados en el estranjero, @stos delweran
legalizaras de conformidad con o dispuesto por los ariculos 282 y 230 del Sodigo de Procedimisnto Civil,
Cuanda s trale de las declaracionas a que hace referencia ta Fegla 417 4) del Tratado de Coopsracidn &n
Materia de Pateniss PCT., &l alcancs de las tales declaracionss se determinard segin indiquern claraments una
cesitn de derschos del inventor al solicitante o au causante, ds conformidad con o Jdispuests @n &l numaral
£.2.15 del Capitulo Suinto, Tiwlo = de 13 Zircular Dnica de Suparintendencia dz Indugtria y Comarcio,

¢

En cumplimisnio dz o dispuests por el articulo 39 de la Decizidn 456, 36 |z requicre para que dentra del Lémmino
de Jdos meses -|gu|entc: a la fecha de notificacion del préasente oficio, complete oz requisitcs antericrmente
enunciados. En cazo de no dar cumplimients al presents requsrimisnto, la solicitud 3e considarard abandonada y

perderd su prelaciin,

Al contostor favor indigus il nimaro de Szde Contro: Carzre 13 Mo, 27-00 Pizos 2.5, 7y 10 PEY: 5070000
radicacidn qui 35 ENCuntra & CONtNUbCian Sede CAH: Av. Crz 50 Mo, 28-£5 int. 2 Tel: 5330070
Call Center 6513240, Lince 01200-910165
Web: vwav.sic.gov.co o-mnil: info@sic.gov.co
Bogoté D.C. - Colombia
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Industria y Comercio
SUPERIMNTEMDOETM 1A

Hotifiquese 2l presentz oficio conforms a le dispuests en el numeral £.2, literal &), del capituls quinte de=l titul

primera de la CGircular Unica Nt de 2001,

—

JOSE LIS SALAZAR LOPEZ
Director d2 Muevas Creacionas (o)

El anterior requerimients fus notificade por fijacidn sn lista de fecha {25 "AR. ZUH

adpal1

£l conteater favor indiqus 2l namcro de
radicacion quo 38 cncwantra a continuacion

<zde Czntro, Corrars 13 Ho. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PBX 5670000
S2de CAN: Av, Cra 50 Mo 26-55 int. 2 Tol: 5360070
Call Contzr 6513240, Linoa 01800-910165
Wab: vavav.sic.gov.co c-mail: info@sic.gov.co
Bogota D.C. - Colombia
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Doctor(a)

LLOREDA RICAURTE ALICIA
Apoderada(a) yio Pepresentants de
LILLY AND COMPANTY

REFEFEHNTIA Padicaciin N, 11 019241
Salisitud intsmacional PCT/NZ2009/051383
Fecha inicio faze nacional 235/02/2011
Tramite 11
Evento 378

Actuacian 430 . @055 1 1

Oficio No.

Teniando &n cuznia que ol capituly reivindicatoria prezentado axseds de diez reivindicaciones, &g nacesario que
‘

cancele la taza eslablecida por cada reivindicacion adicional presentada, de confarmidad con 1o dizpuesta &n la

resolucién de tasas vigents para la fecha de presentacién de 1a solicitud, so pena de que no sean tenidas en

cuenta dentro del presente tramite administrativo.

En consecuancia, con fundamento an bo pravists por & articulo 12 del Sadigo Contencioss Adminisieativo, se 12
requiere para que dentra dsl términe de dos (2) meses siguisntes a la fecha de notifivaciin del prezente oficio
atienda & requerimients aqui sefalado. L anterior, con &l alzance que para tal efacts ectablacs el articuls 17 da

la mizma codificacion, respecto de las reivindicacionss adicionales.

Naotifiquess @l presente oficio conforms a o dizpuesto @n @l numeral 5.2, literal &), del capitula quints del Gl
primera de 12 Cireular Unica M° 10 de 2001,
)

o

JOSE LUES SALAZAFR LOREZ

Dirzctor da Muavas Creacionss () {2 5 ”AR m

El anterior requerimients fue notificads par fijacién en lista de fecha
adpali

Al contestar favor indique of nomaro do 2edz Centro: Camzra 13 Hu. 27-00 Pigos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5370000
radicacion que 3¢ Zncuintra a cantinuacion Szdc CAN: Av. Cra 50 Ho. 28-55 int. 2 Tel: 5800070
Call Center 6513240. Linca 01300-910165
Web: vara.zic.gov.co o-mall: Info@sle.gov.co

Bogotd D.C. - Colarbia

Industria y Comercio
SUPERINTEMDEMCI A



ANEXO INFORMATIVO

Presentacion

El resumen debe ser claro y tan conciso como lo permita la descripcion. No debe
exceder de 250 palabras, debiendo contener preferentemente de 50 a 150
palabras y puede incluir férmulas quimicas y matematicas, cuadros o figuras, &n
tamano 12x12.

Contenido

El resumen debe tratar esencialmente de lo que es nuevo y aporta la invencion al
estado de la técnica al que pertenece. De esta manera, si la naturalzza de la
invencion es la modificacion de un aparato, o la presentacion de un procedimiento,
producto o compuesto, el resumen debe enfocarse hacia la descripcion técnica de
la modificacion.

En el caso de que el documento de patente reivindique un producto,
particularmente un compuesto o componente y también contenga un
procedimiento o método de preparacion, éste también debe ser incluido en el
resumen,

En lo que concierne a los compuestos o composiciones quimicas, el resumen
debe contener la naturaleza quimica del compuesto o de la composicion, asi como
el campo de aplicacién. El resumen debe indicar la férmula quimica gue mejor
caracterice la invencion.

En lo que respecta a los procedimientos, €l resumen debe explicar el tipo de
reaccion, los reactivos y las condiciones para llevar a cabo €l procedimiento.

El resumen no debe contener declaraciones relativas a las ventajas asociadas a la
invencion.



Ejemplo:

Objeto de la Invencién: Derivados d= fenilamidina de formula (1) con aplicacién
como antifungicos.

Caracteristicas de la Invencion: Compuestos fungicidas de formula (1) y sales
donde: R1 es hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, carbociclico o heterociclico
cada uno de los cuales se encuentra sustituido; R2 y R3 son iguales o diferentes y
se eligen entre: ciano, acilo, -ORa o —OSRa donde Ra es alquilo, alquenilo,
alquinilo, carbociclilo o heterociclilo, o bien, R2 y R3 forman conjuntamente con el
atomo al cual se unen un anillo que puede sustituirse por R4 que es alquilo,
alquenilo, alquinilo, carbocicliclo o heterociclilo y que pueden sustituirse por
hidroxi, mercapto, azido, nitro, halégeno, ciano, acilo. R5 &s igual a la definicion
contemplada para R4, R6 es un anillo carbociclico o heterociclico opcionalmente
sustituido y A es un grupo enlazante o AR6 y AR5 forman un anillo fusionado con
el anillo de benceno M.

Figura caracteristica:

2 3
N)\ R?
R6
\ 4 R4
A 2
6 3
4
R,

Campo de aplicacién: Produccién de agentes antifungicos con aplicacion
farmacéutica



