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Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud

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

Poderes si fuere el caso

Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante

Declaraciones

Copla de |a solicitud intemacional. (Resumen, descripcién, relvindicaciones, dibujos)

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones, dibujos)

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).
Traduccién del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA

De ser el caso copla de contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades indigenas
De ser el caso, certificado de deposito del material biolégico

Arte final 12 X 12 .
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De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional
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ANEXOS
INVENTORES

1.) HEAVNER, George, A.
( 6 Oak Glen Drive, Malvern, Pennsylvania 19355, Estados Unidos de América );

2.) KNIGHT, David, M.
( 2430 Whitehorse Road, Berwyn, Pennsylvania 19312, Estados Unidos de América );

@ 3.) GHRAYEB, John
( 6 Summerhill Drive, Downingtown, Pennsylvania 19335, Estados Unidos de América );

4.) SCALLON, Bernard, J.
( 139 Hemlock Drive, Collegeville, Pennsylvania 19426, Estados Unidos de América );

5.) NESSPOR, Thomas, C.
( 22 King Way, Limemrick, Pennsylvania 19468, Estados Unidos de América );

@ 6.) KUTOLOSKI, Karen, A.
( 1220 Hunter Lane, Perkiomenville, Pennsylvania 18074, Estados Unidos de América ).



Solicito expresamente a nombre de la sociedad
CENTOCOR, INC, sociedad constituida de
conformidad con las leyes del Estado de Pennsylvania,
Estados Unidos de América, domiciliada en 200 Great
Valley Parkway, Pennsylvania 19355, Estados Unidos
de América, el otorgamiento de Patente para la
invencién titulada "CUERPOS MIMETICOS DE
EPO MIMETICA MAMIFERA CH1 SUPRIMIDA,
COMPOSICIONES, METODOS Y USOS ”.

Clase: A61K

JIMENA ESCOBAR BE

C.C. 39.779.452 de Usaquen.
T.P. 68.228



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

. - . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N* da soliciud; (51) INt CE: AGTK
22) Fecha de soflchud: (7T)Solictanies)  CENTOCOR, INC.
(30) Priordad  (31) No.Priorided 32) Feche  (33) Peia
Estadinense 80/292,431 28006102 us
Estadinanse 60/412,144 10/00/02 US |(7Z)Inventorfes)  HEAVNER, Georgs, A. 7
KNIGHT, David, M. I
GHRAYEB, John /f
SCALLON, Bamard, J.
NESSPOR, Thomas,C. ¥
KUTOLOSKI, Karen, A.
(74) Agents: JIMENA ESCOBAR URIBE
(85) _ Focha inido fase nacional (87)  Publicacion Intemacional
(86)  Datos relativos a la presentacion de la soliciud PCT Fechs: Fecha (dd/mm/aa} 801704

Fecha de presentacion de la soliciiud:  Fechs 300803
No. de s0licitud PCTAUS2003020405

N° pubicacion: IO 2004002424 A2

(54) Thul: CUERPOS MIMETICOS DE EPO MIMETICA MAMIFERA CH1 SUPRIMIDA, COMPOSICIONES,

METODOS Y USOS.

Relvindicacidn{es):

1. Al menos un acido nuclelco de cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida, que comprende al

menos un polinuciedtido que codifica al menos una secuencia de aminoécido de SEQ ID NOS: 50-561, 6 un

polinucledtido complementario de él.
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TRADUCCION OFICIAL NO. 5848 DE SELLOS ESCRITOS EN INGLES EN UN DOCUMENTO
ESCRITO EN ESPANOLANGLES, EL CUAL, PARA SU IDENTIFICACION, SE SELLA, AL IGUAL .
QUE ESTA TRADUCCION, CON EL SELLO DE MARIA MARGARITA CANCINO M., TRADUCTORA
E Ish_ll11'gaPREl'E OFICIAL EN INGLES SEGUN RESOLUCION NO. 1448 DEL MINISTERIO DE
JU

HAY TEXTO DE PODER OTORGADO A DOS COLUMNAS EN TEXTO IDENTICO EN INGLES Y
ESPARNOL POR PARTE DE CENTOCOR, INC., DOMICILIADA EN 200 GREAT VALLEY
PARKWAY, MALVERN, PENNSYLVANIA, 19355, A FAVOR DE JMENA ESCOBAR-URIBE Y/O
IGNACIO ESCOBAR-URIBE

HAY UNA FIRMA ILEGIBLE AL FINAL DEL DOCUMENTO
Comespondients al sefior Guy Kevin Townsend
Subsacretario

Firmado en New Brunswick, N.J. Estados Unidos
Bl 27 de marzo de 2003. -

Hay selio seco de NOTARIO PUBLICO — New Jersey
Firmado: Christina A. Clickner

Notarlo Piblico, Estado de New Jersey

Mi comisién expira en marzo 2, 2005

EN P@GlNA ADJUNTA HAY APOSTILLA

APOSTILLA
(Convandbn de la Haya del 5 de octubre de 1861)
Pals: Estados Unidos de America
Este documento pliblico
2. ha sldo firnado por: Christina A. Clickner
3 actuando en su capacidad de: Notario Pdblico de New Jersey
4, lieva el sello de : Christina A. Clickner - Notario
CERTIFICADO .
5. en Trenton
6. el 24 de abril de 2003 -
7 por John E. McCommac, CPA, Tesoraro New Jersey
8. No. A179758
9. Sello: Tesoreria New Jersey
. Firma: llegible.

10

ESTA ES UNA TRADUCCION FIEL Y COMPLETA HECHA EN

Resolucion No. 1448 Minjusticia



(1]

QMRWHI—W— EAH } 4
RNy

g
T I .#! g . - 2

..‘ LR R -&h\hrf L i
5 ":.ﬂ-zaﬂ-ﬂr g AIVAIR :
zo..—-"—n 'ﬂ‘p—.’ﬁ’-. W Y —.—.:o

T



SRl
| == -_

=

APOSTILLE

Py
-

Sy

0

\

s
1
)
3

o

By

5’|\J:
L=

(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

= . THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
e CHRISTINA A CLICKNER

ACTING IN THE CAPACITY OF:
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

%{; . BEARS THE SEAL/STAMP OF:
CHRISTINA A CLICKNER, NOTARY

CERTIFIED

AT TRENTON, NEW JERSEY

THE 24TH DAY OF APRIL 2003

BY: John E McCormac, CPA, NEW JERSEY TREASURER

NO. Al170758

SEAL/STAMP:

10. SIGNATURE
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Rasolucion No. 1448 Minjusticle
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Thewndersigned GUY KEVIN TOWNSEND

» & company organised and existing under the laws of
lPEHWLVMIA

200 GREAT VALLEY PARKWAY
MALVERN, PENNSYLVANIA 19355

hereby eppointa

JIMENA ESCOBAR-URIBE and/or - IGNACIO
ESCOBAR-URIBE

domiclled st Colombia
CARRERA 11 A No. 94-76 OF. 305-306

as our true and -legal witomneys with the necessary
powers: 1..to spply to-tho administrative, -judicial and
police. authoritics of the Republic-of Colombia,’ i sy
instince or appeal, for obtaining registration of patents,
utility models, industrial designs, commercial ensigns
and names, trademarks, domain names, copyrighis and
neighbouring rights, plant vericties, health licenses a3
well as their sssignments, extensions, rencwals, changes
of name and domilcile; 2. to prepare, apply for, obtain,
exccute and register contracts, liconscs, euthorizntions
and registrations of sny kind; 3. to intervens o3
pleintiffs or defendants, in any instance or eppesl,
before eny judge, court, tribunal, corporation, public
officer or muthority in any judiclal, administrative or
police actlon, such es: actions dealing with commercial
cnsigns and names; oppositions agminst trademark
registrmtions; caducity and nullity actions; rccovery
muﬂmwmsﬁomobmmnmtndwwhngof
license agreements; actions dullng with unfhir
competition; criminal actions; ections claiming
indemnity for damages, compleints or reraarks on all
sort of industrial property maiters; the performance of
precautionary measures, grid in any other similer action,
nmuorlppnlrdnndmmdmﬂmm
copyrights and neighbouring rights end obtentor of
plant varicties’rights. To this effect, wo hercby
authorize them to file applications, make descriptions,
amendments, protests, declarstions, oppositions,
cancellations, appeals and claims; to pay taxes, quotas
and liens as provided by law; to weive or sbandon
granted rights or rights in process of being granted, to
receive all kind of docyments and securities; to issue
the respective releases and, in genern! to take, before
said suthoritiea, pextinent steps to the sbove-menticned
purposcs end take all mcasures they mmy deem
advimble to protect our intcrests, with all other
necessary legal faculties, and we hereby declare as good
mdvmdwhmﬂumshaulddnmm
benefit
ﬁupoweompmthemﬂmntytnnu(yorwnﬂm
mmbdﬂfmynﬂ!mswﬂluhﬁwhyof
receiving,  desisting,  tramsacting, compromising,
conciliating, substituting and revoking substitutions,
taking notifications snd eppointing Judu:nl or exire-
Judicial attorneys. -

Signed * NEW BRUNSWICK, N.-J., USA

" MARCH 27, 2003

=
_‘ #d'faut- b"'"" r"‘ \,"'" w:,-nq: e
£ . .

GUY KEVIN TOWNSEND
ASS5ISTANT SECRETARY

vy

. pocuMENT ":..hsfppts"

El suserito  GUY KEVIN waanND

obmndomnomhteymhudnde Cm INC.

organizads y existenic bajo Ias leyes
de‘PENN-&YWkNIAy o

zm EI!EAT VALLEY PAREWAY
mwl-:-.IZN. ?ENNS*(WANM 19555

JIMENA ESCOBAR-U'RIBE yfo IGNACIO
ESCOBAR-URIBE

domiciliados en Bogotd, Colunbu
CARRERA 11 A No.-94-76 OF. 305-306 /

spoderadaos verdaderos: y legales con poder especial,
amplio y suficients; 1. para recahar de.las oficines-y
autcridades colombianas administrativas, judiciales y de
policia en cinlquier insiancia o recurso, Ia obtonclén de
petentes de invencidn, modelos de-utilided, discfios
industrisles, registro de marcas, nombres de dominio,
registro de derechos de mutor y derechos conexos,
mkmwmmdemmhu
comercinles’y engefins,:regiitros sanftarias; aaf como sus
mm:mo\rdmambibndem
y de domicllio; 2. elaborar, tramiter, solicitar, abtener,
realizer, cjecutar y registrar contratos, licencias,
autorizaclones y registros de cuslesquiers clase; 3.
intervenir como demandantc o como demandado en
cualquier instancia y recurso, y ente cualquier juez,
entided, corporacién, funcionario piblico o autoridad en
siciohes judiciales, ldmlnlltrlhmydcpolmfl.hlu
como ucciones derivadas ‘del nombre o ecnsefia
eamﬂ'ulllu.ohluvmlonuuopnhﬂdnllm;mde
marcay; scclonés de caducidad’ y nulidad; scciones
reivindicatarias: acciones derivadas de Ia obiencidn o
cxplotacién de licencias; acciones de competencia
desleal; demendas penales y civiles; acclones de
mdﬂnmndhdepajmumlmuohuvwm
& ‘cusiquier swmto sobre propiedad industrial; el
ejercicio do medides curtelares y cualesquiera otres
acciones, medidas o recursos similares relacionados con
Ia propiedad industrial, los derechas de sutor y derechos
conexos y los derechos de obtentor de variedades
vegetales, A este efecto, los facultamos para elevar
solicitudes, formulsr descripclones,  enmisndas,
protcstas, declaraciones, oposiciones, cancelaciones,
spelaciones y reclamos; pagar impuestos, cuotas y
graviinenes prescritos por s ley; reounciar o desistir a
derechos concedidos o ea curso de concesidn; recibir
twoda clase de documentos y valores dando ¢l descargo
respectivo, v, en general, pars dar ante dichas
autoridades todos los pesos necessrion af efecto
indicado y tomsr todas lss medidss que creyeren
conducenies al resguardo de nuestros intereses, con
todss las demis facultades . neccsarins y por este
documento desds shara doclaramos vilido y bueno todo
cumntolos apoderados hicieren en nuesiro beneficio.
Estc poder comprende la .facylted de - matificar o
confirmar cn nuestro nombre lo actusdo, ayl-como la
facultad de desistir, transigir, comprometer, conciliar,
mkymmmmb:mmiﬂmmy
lpodqidoumdiculuomudmllu.

AGUSGTIK A IALES ll\!!lﬂﬂ
NOTAR A UTC STITAY U?'O

'.'l.“'*ir'i\‘.-.:‘ LT 'ﬁ--"d ' L
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TRADUCCION OFICIAL NO. 5949 de UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES, EL CUAL, PARA
SU IDENTIFICACION, SE SELLA, AL IGUAL QUE ESTA TRADUCCION, CON EL SELLO DE
MARIA MARGARITA CANCINO M., TRADUCTORA E INTERPRETE OFICIAL EN INGLES SEGUN
RESOLUCION NO. 1448 DEL MINISTERIO DE JUSTICIA.

CEN 186/249 COLOMBIA

CERTIFICADO DE NOTARIO PUBLICO

Yo, CHRISTINA A. CLICKNER, Notario Publico del Estado de New Jersey, con comisién que
expira el 2 de marzo de 2005, certifico lo siguiente:

1. CENTOCOR INC. Es una compafila del Estado de Pennsyivania }/

2. GUY KEVIN TOWSEND es el Subsecretario de CENTOCOR., INC. y esta
autorizado para ejecutar el poder fechado el 27 de marzo de 2003 a favor de
JIMENA ESCOBAR-URIBE Y/O IGNACIO ESCOBAR-URIBE.

Ejecutado EL 27 de marzo de 2003-05-25

Firmado por
CHRISTINA A. CLICKNER

Hay sello seco de NOTARIO PUBLICO — New Jersey
Fimado: Chwistina A. Clickner

Notario Publico, Estado de New Jersey

Mi comisién expira en marzo 2, 2005

EN PAGINA ADJUNTA HAY APOSTILLA
APOSTILLA
(Convencién de la Haya del 5 de octubre de 1861)
1. Pals: Estados Unidos de América
Este documento plblico
2. ha sido firmado por: Christina A. Clickner
3 actuando en su capacidad de: Notario Publico de New Jersey
4, lleva el sello de : Christina A. Clickner - Notarlo
CERTIFICADO
5. en Trenton
8. el 24 de abril de 2003 _
7- por John E. McCormac, CPA, Tescraro New Jersey
8. No. A179758
9. Sello: Tesoreria New Jersey
10.  Firma: llegible.

FIEL Y COMPLETA HECHA EN BOGOT.

(1 g4 o cmc CINO M.
Traductora e Intérprate Oficlal

Resoluicién No. 1448 Minjusticia



R
Qe

. e —— P fh e ———— - = —w ——— . ) PR T




2531 17532

TRADUCCION OFICIAL NO. 5849 de UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES, EL CUAL, PARA
SU IDENTIFICACION, SE SELLA, AL IGUAL QUE ESTA TRADUCCION, CON EL SELLO DE
MARIA MARGARITA CANCINO M., TRADUCTORA E INTERPRETE OFICIAL EN INGLES SEGUN
RESOLUCION NO. 1448 DEL MINISTERIO DE JUSTICIA.

CEN 1867249 COLOMBIA

CERTIFICADO DE NOTARIO PUBLICO

Yo, CHRISTINA A. CLICKNER, Notario Pablico del Estado de New Jersey, con comisién que
expira ¢l 2 de marzo de 2005, certifico lo siguiente:

1. CENTOCOR INC. Es una compalfila del Estado de Pennsylvania

2. GUY KEVIN TOWSEND es el Subsecretario de CENTOCOR., INC. y esté
autorizado para ejecutar el poder fechado el 27 de marzo de 2003 a favor de
JIMENA ESCOBAR-URIBE Y/O IGNACIO ESCOBAR-URIBE.

Ejecutado EL 27 de marzo de 2003-05-25

Firmado por
CHRISTINA A. CLICKNER

Hay sello saco de NOTARIO PUBLICO — New Jersey
Firmado: Chvistina A. Clicikner

Notario Piblico, Estado de New Jersey

Mi comisién expira en marzo 2, 2005

EN PAGINA ADJUNTA HAY APOSTILLA
APOSTILLA
(Convencién de la Haya del 5 de octubre de 1861)
1. Pals: Estados Unidos de América
Ests documento publico
2. ha sido firmado por: Christina A. Clickner
3. actuando en sy capacidad de: Notario Publico de New Jersey
4 lieva el sello de : Christina A. Clickner - Notario
CERTIFICADO
5. en Trenton
6. ol 24 de abril de 2003 _
7- por John E. McCormac, CPA, Tesorero New Jersey
8. No. A179759
9 Sello: Tasoreria New Jersey

10.  Firma: liegible. i e

ANk i Do
L GUSTIN MOGRALES

ESTA ES UNA TRADUCCION FIEL Y COMPLETA HECHA EN BOGOTA E&ZY. ¥

Qae 14@ J

RITA CANCINO ML
Traductora e Intérprete Oficlal
Resolucion No. 1448 Minjusticia
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(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
CHRISTINA A CLICKNER

ACTING IN THE CAPACITY OF:
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

BEARS THE SEAL/STAMP OF:
CHRISTINA A CLICKNER, NOTARY

CERTIFIED

AT TRENTON, NEW JERSEY

THE 24TH DAY OF APRIL 2003
BY: John E McCormac, CPA, NEW JERSEY TREASURER

NO. Al170758

SEAL/STAMP:

10. SIGNATURE

R ' "‘“.
LEe RIVE
3711 uno |
A hRio cUBRINTA Y T andE

e

Resolucidén No. 144R Mini eHnia




CEN 186/249 COLOMBIA

CERTIFICATION BY PUBLIC NQTARY

I, CHRISTINA A. CLICKNER, a Notary Public of the State of New Jersey
whose commission expires on March 2, 2005 certify as follows:

-

1. CENTOCOR, INC. is a corporation of the State of Pennsylvania.

2. GUY KEVIN TOWSEND is an Assistant Secretary of CENTOCOR,
INC. and was suthorized to execuie the Power of Atiorney dated March 27,
2003 in favor of JIMENA ESCOBAR-URIBE snd/or IGNACIO ESCOBAR-
URIBE.

Executed this 27* day of March, 2003

22

CHRISTINA A CLICKNER

Y

CHRISTINA A. CLICKNER
" NOTARY PUBLIC, STATE OF NEW JERSEY
MY COMMISSION EXPIRES MAR. &, 2000

e, 7
AGUSTIN leh
B NOTARIO G
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RESUMEN
CUERPOS MIMETICOS DE EPO MIMETICA MAMIFERA CH1 SUPRIMIDA,
COMPOSICIONES, METODOS Y USOS

La presente invencién se refiere a por lo menos un novedoso cuerpo
mimético de EPO mimeética CH1 suprimida o porciébn especificada o variante
humana, que incluye &cidos nucleicos aislados que codifican al menos un cuerpo
mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcidn especificada o variante,
cuerpo mimético CH1 suprimida o porcién especificada o variantes, vectores,
células huésped, animales o plantas transgénicos, y métodos para realizar y
utilizar los mismos, que incluye composiciones terapéuticas, métodos vy

dispositivos.

CENO0311 184

i3



10

15

20

CUERPOS MIMETICOS DE EPO MIMETICA MAMIFERA CH1 SUPRIMIDA,
COMPOSICIONES, METODOS Y USOS

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

CAMPO DE LA INVENCION.

La presente invencion se relaciona con cuerpos mimeéticos de EPO
mamifera mimética CH1 suprimida, porciones especificadas y variantes
especlficas para protelnas activas biolégicamente, fragmentos o ligandos, cuerpo
mimético de EPO mimética CH1 suprimida codificante y é&cidos nucleicos
complementarios, células huésped, y métodos de produccién y uso de ellos, que

incluyen formulaciones terapéuticas, administracion y dispositivos.

ARTE RELACIONADO

Las proteinas recombinantes son una clase emergente de agentes
terapéuticos. Tales terapéuticos recombinantes han generado avances en la
formulacién de proteina y la modificacién quimica. Tales modificaciones pueden
mejorar potencialmente la utilidad terapéutica de las proteinas terapéuticas,
mediante el incremento de vidas medias (e.g., por bloqueo de sus exposiciones a
enzimas proteoliticas), actividad bioldgica mejorada, o reduciendo efectos

colaterales indeseados. Una de tales modificaciones es el uso de fragmentos de

CENO0311 ' 1

N
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inmunoglobulina unidos a las proteinas receptoras, los que entran totalmente
aceptados. Las protelnas terapéuticas también han sido construidas utilizando el
dominio Fc con el intento de proporcionar un tiempo de vida media mas largo o
para incorporar funciones tales como enlazantes del receptor Fc, enlazantes de la

proteina A y fijacién de complemento.

Una funcién especifica y vital del sistema hematopoyético mamifero es la
produccién de eritrocitos, o células rojas sangulneas, las cuales transportan
oxigeno a los diversos tejidos del cuerpo del animal. El proceso de produccion de
eritrocitos (“eritropoyesis”) ocurre continuamente a lo largo de la vida del animal
para compensar la destruccién de eritrocitos. La célula sanguinea roja tipica tiene
un ciclo de vida relativamente corto, usualmente de 100 a 120 dias. La
eritropoyesis es un mecanismo fisiolégico controlado precisamente de tal manera
que se producen nimeros suficientes de eritrocitos para permitir la oxigenacion

apropiada de los tejidos, pero no tantos como para impedir la circulacion.

Ahora se conoce que la eritropoyesis es controlada primariamente por el
polipéptido eritropoyetina (EPO), una glicoproteina acida. La eritropoyetina se
produce como resultado de la expresion de un gen de copia tinica localizado en un
cromosoma de un mamifero. La secuencia de aminoéacido para la EPO humana
recombinante (“rHUEPO") es sustanciaimente idéntica a la secuencia de

aminoacido para la EPO obtenida a partir de fuentes urinarias humanas. Sin
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embargo la glicosilacion de la rHUEPO difiere entre la EPO urinaria y la EPO del

suero humano.

En un mamifero saludable, la EPO esta presente en el plasma sanguineo
en muy bajas concentraciones, puesto que los tejidos estan siendo oxigenados
suficientemente por el nimero existente de eritrocitos que circulan. La EPO
presente estimula la produccidn de eritrocitos nuevos para reemplazar aquellos
perdidos por el proceso de envejecimiento. Adicionalmente, la produccién de EPO
es estimulada bajo condiciones de hipoxia, en donde el suministro de oxigeno a
los tejidos del cuerpo se reduce por debajo de los niveles fisioldgicos normales a
pesar de la perfusién adecuada de los tejidos por la sangre. La hipoxia puede ser
causada por hemorragia, destruccién de eritrocitos por radiacién, anemias varias,
altitudes altas, o periodos largos de inconciencia. En contraposicién a que, el
ntimero de células sanguineas rojas en la circulacion se deberia exceder por que
se necesita para una normmal oxigenacién del tejido, la produccién de EPO se

reduce.

Sin embargo, ciertos estados de enfermedad involucran eritropoyesis
anomal. La EPO humana recombinante (rHUEPO) esta siendo utilizada
terapéuticamente en un nimero de paises. En los Estados Unidos, la U.S. Food
and Drug Administration (FDA) a aprobado el uso de la rHUEPO en el tratamiento
de la anemia asociada con la enfermedad renal en etapa terminal. Los pacientes

sometidos a hemodidlisis para tratar este desorden sufren tipicamente de anemia
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sovera, causada por la ruptura y muerte prematura de los eritrocitos como
resultado del tratamiento de dialisis. La EPO también es util en el tratamiento de
otros tipos de anemia. Por ejemplo, anemia inducida por quimioterapia, anemia
asociada con mielodisplasia, aquella asociadas con varios desordenes congénitos,
anemia relacionada con el SIDA, y anemia asociada con la prematuridad, se
pueden tratar con EPO. Adicionalmente, la EPO puede jugar un papel importante
en ofras dreas, tales como ayudar a restaurar mas rapidamente el hematocrito
normal en pacientes con transplante de médula 6sea, en pacientes que se
preparan para transfusiones de sangre autdlogas, y en pacientes que sufren de

desordenes por sobrecarga de hiero.

La eritropoyetina (EPO) es una hormona glicoprotelna compuesta de 165
aminoacidos y cuatro cadenas de carbohidratos que funciona como el regulador
primario de la eritropoyesis por enlazamiento a un receptor especifico sobre la
superficie de las células precursoras del eritrocito. Este enlazamiento sefiala su
proliferacién y diferenciacién en las células sangulneas rojas maduras. El receptor
de eritropoyetina es una glicoprotelna de 484 aminoécidos con una aita afinidad
por la eritropoyetina. Para el receptor de eritropoyetina, la homodimerizacién
inducida por el ligando puede ser uno de los eventos clave que gobiema la

activacion.

La eritropoyetina tiene una vida media relativamente corta. La eritropoyetina

administrada intravenosamente se elimina a una tasa consistente con una
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cinética de primer orden con una vida media de circulacion aproximadamente
entre 3 a 4 horas en pacientes con FCR. Con el intervalo de dosis terapéutica, se
mantienen niveles detectables de eritropoyetina en plasma por lo menos 24 horas.
Después de la administracion subcutdnea de la eritropoyetina, se alcanzan niveles
pico en suero entre 5-24 horas y posteriormente declina ientamente. La C max y el
t12 después de la administracién de eritropoyetina fueron 1.80 + 0.7 U/mL y 198.0 +

5.9 horas, respectivamente.

Las dosis iniciales de eritropoyetina estan en el intervalo entre 50-150 U/Kg
tres veces semanaimente. La dosificacion de la eritropoyetina debe ser
individualizada para mantener el hematocrito en el intervalo propuesto sugerido.
Para pacientes de cirugla la dosis recomendada de eritropoyetina es 300 U/Kg/
dia s.c. por 10 dlas antes de la cirugla, el dia de la cirugla, y por cuatro dlas
después de la cirugla o alternativamente 800 U/Kg s.c. en dosis una vez a la
semana (21, 14 y 7 dias antes de la cirugfa) mas una cuarta dosis después de la

cirugia.

Pequefios péptidos miméticos de la eritropoyetina se identificaron por
muchos grupos de bibliotecas de peptidos exhibidos por el fago al azar por
afinidad al receptor de la eritropoyetina. Estas secuencias no tienen homologia
con la eritropoyetina. En ensayos funcionales muchos de estos peptidos mostraron
actividad, pero solamente en 1/100.000 de la eritropoyetina recombinante. Aunque

se han hecho muchos intentos para incrementar la potencia de estos péptidos
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preparando dimeros covalentes o multimeros de péptidos miméticos, estos
compuestos son aln de 1.000-10.000 veces menos activos que la eritropoyetina

sobre una base molar.

Las secuencias de péptido de la eritropoyetina también han sido
reivindicadas como agonistas. La actividad incrementada de las secuencias
dimerizadas que comprende cualquiera o toda la secuencia nativa de la
eritropoyetina también ha sido reportada. Estos compuestos tienen una pequefia o
no tienen biodisponibilidad oral y sus actividades no los hacen econdmicamente

viables actuaimente.

En consecuencia, hay una necesidad de proporcionar versiones mejoradas
y/o modificadas de proteinas terapéuticas EPO, las cuales solucionen uno o mas

de estos y otros problemas conocidos en el arte.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona cuerpos miméticos aislados de EPO
mimética humana CH1 suprimida, que incluye inmunoglobulinas modificadas,
productos de degradacion y otras porciones especificadas y variantes de ellos, asl
como también composiciones de cuerpos miméticos de EPO mimética CH1
suprimida, codificantes o dacidos nucleicos complementarios, vectores, células

huésped, composiciones, formulaciones, dispositivos, animales transgénicos,
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plantas tranagénicas, y métodos para la producciéon y utilizacién de ellos, como

aqui se describe y/o se capacita, en combinacién con lo que se conoce en el arte.

La presente invenciébn también proporciona por lo menos un cuerpo
mimético aislado de EPO mimética CH1 suprimida o porciébn especificada o
variante como aqui se describe y/o se conoce en el arte. El cuerpo mimético de
EPO mimética CH1 suprimida opcionalmente puede comprender por lo menos una
region CH3 unida directamente con por lo menos una regibn CH2 unida
directamente con por lo menos una regién de giro o fragmento de ella unido
directamente con por lo menos una regién parcial V, unida directamente con una
secuencia ligante opcional, unida directamente a por lo menos un péptido
terapéutico, ademas opcionalmente unida directamente con por lo menos una
porcibn de por lo menos una secuencia de anticuerpo variable. En una
incorporacién preferida un par de CH3-CH2-secuencia parcial J -ligante-péptido
terapéutico con una secuencia opcion de anticuerpo N-terminal, el par unido
opcionalmente por asociacién o enlace covalente, tal como, pero no limitado a un
enlace disulfuro Cys-Cys. En una incorporaciéon, un cuerpo mimético de EPO
mimética CH* suprimida comprende la Formula (l):

(V1{n)-Pep(n)-Flex(n)-V2(n)-pGiro(n)-CH2(n)-CH3(n))(m),
en donde V1 es por lo menos una porcién de un N-termino de una regidn variable
de inmunoglobulina, Pep es por lo menos un polipéptido bioactivo de EPO
mimética, Flex es un polipéptido que proporciona flexibilidad estructural para

permitir que el cuerpo mimético tenga orientaciones alternativas y propiedades
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enlazantes, V2 es por lo menos una porcion de un C-termino de una regién
variable de inmunoglobulina, pGiro es por lo menos una porcién de una regién de
giro variable de inmunoglobulina, CH2 es por lo menos una porcién de una regién
constante CH2 de inmunoglobulina, CH3 es por lo menos una porcién de una
regién constante CH3 de inmunoglobulina, n y m pueden ser un entero entre 1 y
10, imitando diferente tipos de moléculas de inmunoglobulina, e.g., pero no
limitadas a IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, IgA1, IgA2, IgM, IgD, IgE y similares, o

combinaciones de ellas.

Asl, un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida de la presente
invencién imita por lo menos una porcibn de un anticuerpo o estructura de
inmunoglobulina o funcién con sus propiedades y funciones inherentes, a la vez
que proporciona un péptido terapéutico y sus propiedades o actividades
inherentes o adquiridas in vitro, in vivo o in situ. Las porciones varias del
anticuerpo y las porciones de péptido terapéutico de por lo menos un cuerpo
mimético de EPO mimética CH1 suprimida de la presente invencidon pueden variar

como aqul se describe en combinacién con lo que se conoce en el arte.

La presente invencién proporciona, en un aspecto moléculas aisladas de
acido nucleico que comprenden, complementario, que tienen identidad significante
o hibridizante para, un polinucleétido que codifica cuerpos miméticos especlificos o
porciones especificadas o variantes de ellos, que comprende por lo menos una

secuencia especificada, dominio, porcibn o variante de elios. La presente
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invencién proporciona ademas vectores recombinantes que comprenden por lo
menos una de dichas moléculas de Acido nucleico aislada de un cuerpo mimético
de EPO mimética CH1 suprimida, células huésped que contienen tales acidos
nucleicos y/o vectores recombinantes, asl como también métodos de produccion
y/o utilizacién de tales 4cidos nucleicos de cuerpo mimético de EPO mimética CH1

suprimida, vectores y/o células huésped.

Por lo menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o
porcién especificada o variante de la invencion imita fa unién de la porcion Pep del
cuerpo mimético a por lo menos un ligando, o tiene por lo menos una actividad
biolégica de, por lo menos una proteina, subunidad, fragmento, porcién o cualquier

combinacién de ellos.

La presente invencién también proporciona por !0 mencs un cuerpo
mimético aislado de EPO mimética CH1 suprimida o porcién especificada o
variante como aqul se describe 0 como se conoce en el arte, en donde el cuerpo
mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién especificada o variante tiene
por lo menos una actividad, tal como, pero no limitada a actividades bioldgicas
conocidas de por lo menos un péptido bioactivo o polipéptido que corresponde a la
porcion Pep de la Formula L. Un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida
puede asl ser tamizado para una actividad comrespondiente de acuerdo con los
meétodos conocidos, tal como por lo menos una actividad neutralizante tocante a

una proteina o fragmento de ella.
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La presente invencién proporciona también por lo menos una composicion
que comprende (a) por lo menos un cuerpo mimético aislado de EPO mimética
CH1 suprimida o porcion especificada o variante que codifica el dcido nucleico y/o
el cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida como aqul se describe; y (b)
un portador o diluyente adecuado. El portadoro diluyente opcionalmente puede
ser aceptable farmacéuticamente, de acuerdo con los métodos conocidos. La
composicion opcionalmente puede comprender ademas por lo menos un

compuesto adicional, protelna o composicion.

La presente invencién proporciona también por lo menos un método para la
expresion de por lo menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o
porcién especificada o variante en una célula huésped, que comprende cultivar
una célula huésped como aqul se describe y/o como se conoce en el arte bajo
condiciones en las que por lo menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida o porcidn especificada o variante se expresa en cantidades detectables

y/o recuperables.

La presente invenciébn proporciona ademas por lo menos un cuerpo
mimético de EPO mimética CH1 suprimida, porcidn especificada o variante en un
método o composicibn. cuando se administra en una cantidad efectiva
terapéuticamente, para la modulacién, para el tratamiento o reduccién de los

sintomas de por lo menos uno de un desorden en el hueso y la articulacion,
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desorden cardiovascular, desorden dental u oral, un desorden dermatolégico, un
desorden en el ofdo, la nariz o la garganta, un desorden endocrino 0 metabdlico,
un desorden gastrointestinal, un desorden ginecoldgico, un desorden hepatico o
biliar, un desorden obstétrico, un desorden hematolégico, un desorden
inmunolégico o alérgico, una enfermedad infecciosa, un desorden del musculo
esquelético, un desorden oncolégico, un desorden neurolégico, un desorden
nutricional, un desorden oftalmolégico, un desorden pediétrico, un desorden por
envenenamiento, un desorden psiquiatrico, un desorden renal, un desorden
pulmonar, o cualquier otro desorden conocido. (Ver., e.g., The Merck Manual, 17th
ed., Merck Research Laboratories, Merck and Co., Whitehouse Station, NJ (1999),
incorporada totaimente aqul por referencia) cuando se necesite en varias
condiciones diferentes, tales como pero no limitadas a, previo a, subsiguiente a, o
durante una enfermedad relacionada o condicién de tratamiento, como se conoce

en el arte.

La presente invencion proporciona ademas por lo menos un cuerpo
mimético de EPO mimética CH1 suprimida, porcién especificada o variante en un
método o composicién, cuando se administra en una cantidad efectiva
terapéuticamente, para la modulacién, para el tratamiento o reduccién de los
sintomas de, por lo menos una enfermedad inmune, cardiovascular, infecciosa,
maligna, y/o neurolégica en una célula, tejido, érgano, animal o paciente y/o,

cuando se necesite en varias condiciones diferentes, tales como pero no limitadas
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a, previo a, subsiguiente a, o durante una enfermedad relacionada o condicion de

tratamiento, como se conoce en el arte y/o como aqul se describe.

La presente invencion proporciona también por lo menos una composicion,
dispositivo y/o método de entrega de una cantidad efectiva terapéuticamente o
profilacticamente de por lo menos un cuerpe mimético de EPO mimética CH1

suprimida o porcidn especificada ¢ variante, de acuerdo con la presente invencién.

La presente invencién proporciona ademés por lo menos un anticuerpo anti-
idiotipo para por lo menos un cuerpo mimético de EPO mimeética CH1 suprimida
de la presente invencién. Ei anticuerpo anti-idiotipo incluye cuaiquier protelna o
péptido que contiene la molécula que comprende por lo menos una porcién de una
molécula de inmunoglobulina, tal como pero no limitada a por lo menos una regién
que determina complementariedad (RDC) de una cadena pesada o liviana o una
porcidn enlazante del ligando de ellas, una cadena pesada o una cadena liviana
de la regidon variable, una cadena pesada o una cadena liviana de la region
constante, una region estructural, o cualquier porcidon de ellas que une
competitivamente una regién enlazante del receptor EPO de por lo menos un
cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida de la presente invencion. Tales
anticuerpos idiotipo de la invencidbn pueden incluir o ser derivados de cualquier
mamifero, tal como pero no limitado a un humano, un ratén, un conejo, una rata,

un roedor, un primate, y similares.
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La presente invencidn proporciona también por lo menos una molécula
aislada de écido nucleico que comprende, complementario, o que hibridiza a, un
polinucledtido que codifica por lo menos un anticuerpo anti-idiotipo de un cuerpo
mimético de EPO mimética CH1 suprimida, que comprende por lo menos una
secuencia especificada, dominio, porcién o variante de ellas. La presente
invencién proporciona ademas vectores recombinantes que comprenden dichas
moléculas de &cido nucleico que codifican el anticuerpo anti-idiotipo de cuerpo
mimético de EPO mimética CH1 suprimida, células huésped que contienen tales
dcidos nucleicos y/o vectores recombinantes, asl como también métodos de
produccién y/o utilizacion de tales dcidos nucleicos de anticuerpos anti-idiotipo,
vectores y/o células huésped.

La presente invencién proporciona también por lo menos un método para la
expresion de por lo menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida,
o un anticuerpo anti-idiotipo de cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida,
en una célula huésped, que comprende cultivar una célula huésped como aqui se
describe bajo condiciones en las que por lo menos un cuerpo mimético de EPO
mimética CH1 suprimida o anticuerpo anti-idiotipo se expresa en cantidades

detectables y/o recuperables.

La presente invencién también proporciona por lo menos una composicién
que comprende (a) un acido nucleico aislado que codifica un cuerpo mimético de

EPO mimética CH1 suprimida y/o cuerpo mimético de EPO mimética CH1
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suprimida como aqui se describe; y (b) un portador o diluyente adecuado. El
portador o diluyente opcionalmente puede ser aceptable farmacéuticamente, de
acuerdo con los vehiculos o diluyentes conocidos. L.a composicién opcionalmente
puede ademés comprender por lo menos un compuesto adicional, proteina o

composicion.

La presente invencién ademas proporciona por lo menos un método o
composicion de cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida, para
administrar una cantidad efectiva terapéuticamente, para modular o tratar por lo
menos una condicidn relacionada con la protelna en una célula, tejido, érgano,
animal o paciente y/o, previo a, subsiguiente a, o durante una condicién

relacionada, como se conoce en el arte y/o como aqui se describe.

La presente invencién proporciona también por lo menos una composicién,
dispositivo y/o método de entrega de una cantidad efectiva terapéuticaments o
profildcticamente de por lo menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1

suprimida, de acuerdo con la presente invencion.

La presente invencion ademdas proporciona por lo menos un método o
composicidon de cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida, para
diagnosticar por lo menos una condicion relacionada con la EPO en una célula,
tejido, drgano, animal o paciente y/o previo a, subsiguiente a, o durante una

condicion relacionada, como se conoce en el arte y/o como aqul se describe.
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La presente invencién también proporciona por o menos una composicion,
dispositivo y/o método de entrega para el diagnostico de por lo menos un cuerpo

mimético de EPO mimética CH1 suprimida, de acuerdo con la presente invencién.

En un aspecto, la presente invencién proporciona por lo menos un cuerpo
mimético aislado de EPO mamifera mimética CH1 suprimida, que comprende por
lo menos una regién Pep(n) que comprende por {o menos una porciéon de por lo
menos una de la SEQ ID NOS:1-42, e.g., como se presenta en la tabla 1 mas
abajo, u opcionalmente con una o mas sustituciones, supresiones o inserciones
como aqui se describe 0 como se conoce en el arte. En otro aspecto la presente
invencién proporciona por lo menos un cuerpo mimético aislado de EPO mamifera
CH1 suprimida, en donde cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida une
especificamente por lo menos un epitopo que comprende por lo menos 1-3 de por
lo menos un ligando o regidn enlazante la cual une ligando a por lo menos una
porcién de por lo menos una de la SEQ ID NOS:1-42 como se presenta en la tabla
1 mas abajo, u opcionaimente con una o més sustituciones, supresiones o

inserciones como aqul se describe o0 como se conoce en el arte.

El por lo menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida
opcionalmente puede promover por lo menos uno de: unir proteina con una
afinidad de por lo menos una seleccionada de por lo menos 10 M, por lo menos

10 M, por lo menos 10™"' M, o por lo menos 102 M; neutraliza sustancialmente
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por lo menos una actividad de por lo menos una proteina o porcion de la misma.
También se proporciona un écido nucleico aisladc que codifica por lo menos un
cuerpo mimético aislado de EPO mamifera mimética CH1 suprimida; un vector de
acido nucleico aislado que comprende al écido nucleico aislado y/o una célula
huésped eucariota o procariota que comprende el acido nucleico aislado. La célula
huésped opcionalmente puede ser por lo menos una seleccionada de COS-1,
COS-7, HEK293, BHK21, CHO, BSC-1, Hep G2, 653, SP2/0, 293, HelLa, mieloma
o células de linfoma o cualquier derivado, célula inmortalizada o transformada de
las mismas. También se proporciona un método para producir por lo menos un
cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida, que comprende traducir el
acido nucleico que codifica el cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida
bajo condiciones in vitro, in vivo o in situ, tal que el cuerpo mimético de EPO

mimética CH1 suprimida se expresa en cantidades detectables o recuperables.

También se proporciona una composicién que comprende por lo menos un
cuerpo mimético aislado de EPO mamifera mimética CH1 suprimida y por lo
menos un portadoro diluyente aceptable farmacéuticamente. La composicién
puede ademés comprender opcionalmente una cantidad efectiva de por lo menos
un compuesto o protelna seleccionado de por lo menos uno de una marca
detectable o reportero, un medicamento anti-infeccioso, un medicamento para el
sistema cardiovascular (CV), un medicamento para el sistema nervioso central
(SNC), un medicamento para el sistema nervioso autdnomo (SNA), un

medicamento para el tracto respiratorio, un medicamento para el tracto
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gastrointestinal (Gl), un medicamento hormonal, un medicamento para liquido o
balance de electrolitos, un medicamento hematolégico, un antineopldstico, un
medicamento para inmunomodulacién, un medicamento oftaimico, ético o nasal,
un medicamento tGpico, un medicamento nutricional, un antagonista TNF, un
antimeumdético, un relajante muscular, un narcético, un medicamento anti-
inflamatorio no esteroidal (AINES), un analgésico, un anestésico, un sedante, un
anestésico local, un bloqueador neuromuscular, un antimicrobiano, un anti-
psoriasis, un corticosteroide, un esteroide anabdlico, una eritropoyetina, una
inmunizacién, una inmunoglobulina, un inmunosupresor, una homona de
crecimiento, un medicamento de reemplazo hormonal, un radiofarmaceutico, un
antidepresivo, un antipsicoético, un estimulante, una medicacion para el asma, un
agonista beta, un esteroide inhalado, una epinefrina o analogo, una citoquina, o un

antagonista de citoquina.

La presente invencion proporciona ademés anticuerpos anti-idiotipo ©
fragmentos que unen especificamente por lo menos un cuerpo mimético de EPO

mimética CH1 suprimida de la presente invencion.

También se proporciona un método para diagnosticar o tratar una condicién
de enfermedad en una célula, tejido, érgano o animal que comprende:

(a) contactar o administrar una composicidn que comprende una
cantidad efectiva de por lo menos un cuerpo mimético aislado de EPO mamifera

mimética CH1 suprimida de la invencién con, o para, la célula, tejido, érgano o
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animal. El método opcionaimente puede ademas comprender el uso de una
cantidad efectiva de 0.001-50 mg/kilogramo de las células, tejido, érgano o animal.
El método opcionalmente puede ademas comprender el uso del contacto o la
administracién por al menos un modo seleccionado de parenteral, subcutaneo,
inframuscular, intravenoso, intra-articular, intrabronquial, intracapsular,
intracartilaginoso, intracavitario, intracelial, intracerebelar, intracerebroventricular,
intracélico, intracervical, intragéstrico, intrahepdtico, intramiocardial, intraoseo,
intrapélvico, intrapericardiaco, intraperitoneal, intrapleural, intraprostético,
intrapuimonar, intrarectal, intrarenal, intraretinal, intraespinal, intrasinovial,
intratorécico, iontrauterino, intravesical, bolus, vaginal, rectal, bucal, sublingual,
intranasal o transdémico. El método opcionaimente puede comprender ademas la
administracién, previa, concurrente o posterior al (a) contacto o administracion, por
io menos una composicion comprende una cantidad efectiva de por lo menos un
compuesto o proteina seleccionado de por lo menos uno de una marca detectable
0 reportero, un medicamento anti-infeccioso, un medicamento para el sistema
cardiovascular (CV), un medicamento para el sistema nervioso central (SNC), un
medicamento para el sistema nervioso auténomo (SNA), un medicamento para el
tracto respiratorio, un medicamento para el tracto gastrointestinal (Gl), un
medicamenio hormonal, un medicamento para liquido o balance de electrélitos, un
medicamento hematolégico, un antineopldstico, un medicamento para
inmunomodulacién, un medicamento oftalmico, 6tico o nasal, un medicamento
tépico, un medicamento nutricional, un antagonista TNF, un antimeumético, un

relajante muscular, un narcético, un medicamento anti-inflamatorio no esteroidal
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(AINES), un analgésico, un anestésico, un sedante, un anestésico local, un
bloqueador neuromuscular, un antimicrobiano, un anti-psoriasis, un
corticosteroide, un esteroide anabdlico, una eritropoyetina, una inmunizacién, una
inmunogiobulina, un inmunosupresor, una hormona de crecimiento, un
medicamento de reemplazo hormonal, un radiofamaceutico, un antidepresivo, un
antipsicético, un estimulante, una medicacién para el asma, un agonista beta, un

esteroide inhalado, una epinefrina'o analogo, una citoquina, ¢ un antagonista de

citoquina.

También se proporciona un dispositivo médico, que comprende por lo
menos un cuerpo mimético aislado de EPO mamifera mimética CH1 suprimida de
la invencién, en donde el dispositivo es adecuado para contactar o administrar el
por lo menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida, por lo menos
de un modo seleccionado de parenteral, subcutdneo, intramuscular, intravenoso,
intra-articular, intrabronquial, intra-abdominal, intracapsular, intracartilaginoso,
intracavitario, intracelial, intracerebelar, intracerebroventricular, intracdlico,
intracervical, intragastrico, intrahepdtico, inframiocardial, intra-oseo, intrapélvico,
intrapericardiaco, intraperitoneal, intrapleural, intraprostatico, intrapulmonar,
intrarectal, intrarenal, intraretinal, intra-espinal, intrasinovial, intratordcico,
intrauterino, intravesical, bolus, vaginal, rectal, bucal, sublingual, intranasal o

transdérmico.
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También se proporciona un articulo de fabricacién para uso farmacéutico
humano o diagnéstico, que comprende el material de empaque y un contenedor
que comprende una solucién o un liofilizado a partir de por lo menos un cuerpo
mimético aislado de EPO mamifera mimética CH1 suprimida de la presente
invencién. El articulo de manufactura puede opcionalmente comprender la
tenencia del contenedor como un componente de un dispositivo o sistema de
entrega parenteral, subcutdneo, intramuscular, intravenoso, intra-articular,
intrabronquial, intra-abdominal, intracapsular, intracartilaginoso, intracavitario,
intracelial, intracerebelar, intracerebroventricular, intractlico, intracervical,
intragastrico, intrahepatico, intramiocardial, intra-0seo, intrapélvico,
intrapericardiaco, intraperitoneal, intrapleural, intraprostatico, intrapulmonar,
intrarectal, intrarenal, intraretinal, intra-espinal, intrasinovial, intratorécico,
intrauterino, intravesical, bolus, vaginal, rectal, bucal, sublingual, intranasal o

transdémico.

También se proporciona un método para producir por o menos un cuerpo
mimético aislado de EPO mamifera mimética CH1 suprimida de la presents
invencién, que comprende proporcionar una célula huésped o un animal
transgénico o una planta transgénica o una célula de una planta capaz de
expresar y recuperar cantidades del cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida. Ademés se proporciona en la presente invencién por lo menos un
cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida producido por el método

anterior.
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La presente invencién también proporciona por lo menos un método para
expresar por lo menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida, o un
anticuerpo anti-idiotipo, en una célula huésped que comprende cultivar una célula
huésped como se describe aqul bajo condiciones en las que por lo menos un
cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida se expresa en cantidades

detectables y/o recuperables.

La presente invencion ademas proporciona cualquier invencién descrita

aqul.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona cuerpos miméticos aislados, recombinantes y/o
sintéticos o porciones especificadas o variantes, asi como también composiciones
y moléculas codificantes de écido nucleico que comprenden por lo menos un
polinucleétido que comprende por lo menos un cuerpo mimético de EPO mimética
CH1 suprimida. Tales cuerpos miméticos o porciones especificadas o variantes de
la presente invencién comprenden secuencias especificas de cuerpo mimético de
EPO mimética CH1 suprimida, dominios, fragmentos y variantes especificadas, y
métodos para producir y utilizar dichos acidos nucleicos y cuerpos miméticos o
porciones especificadas o variantes, que incluyen composiciones terapéuticas,

métodos y dispositivos.
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La presente invencién también proporciona por [0 menos un cuerpo
mimético aislado de EPO mimética CH1 suprimida o porcidon especificada o
variante como aqul se describe y/o como se conoce en el arte. E! cuerpo mimético
de EPO mimética CH1 suprimida opcionalmente puede comprender por lo menos
una regién CH3 unida directamente con por lo menos una regién CH2 unida
directamente con por lo menos una regién de giro o fragmento de ella unido
directamente con por lo menos una regién parcial V, unida directamente con una
secuencia ligante opcional, unida directamente a por lo menos un péptido
terapéutico, ademas opcionalmente unida directamente con por lo menos una

porcién de secuencia variable de anticuerpo.

En una incorporacién preferida un cuerpo mimético de EPO mimética CH1

suprimida comprende la Foérmula (I):
(V1(n)-Pep(n)-Flex(n)-V2(n}-pGiro{n)-CH2(n)-CH3(n))(m),

en donde V1 es por lo menos una porcién de un N-termino de una regién variable
de inmunoglobulina, Pep es por lo menos un péptido bioactivo, Flex es un
polipéptido que proporciona flexibilidad estructural para pemmitir que el cuerpo
mimeético tenga orientaciones altemnativas y propiedades enlazantes, V2 es por lo
menos una porcion de un C-termino de una regién variable de inmunoglobulina,
pGiro es por lo menos una porcion de una regibn de giro variable de
inmunoglobulina, CH2 es por lo menos una porcién de una regién constante CH2

de inmunoglobulina, CH3 es por lo menos una porcién de una regién constante
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CH3 de inmunoglobulina, n y m pueden ser un entero entre 1 y 10, imitando
diferente tipos de moléculas de inmunoglobuiina, e.g., pero no limitadas a IgG1,
igG2, 1gG3, IgG4, IgA, IgM, igD, IgE y similares, o combinaciones de ellas. El
mondémero en donde m=1 puede estar unido a otros monémeros por asociacion o
enlace covalente, tal como, pero no limitado a un enlace disulfuro CYS-CYS. Asl,
un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida de la presente invencién
imita una estructura de anticuerpo con sus propiedades y funciones inherentes, a
la vez que proporciona un péptido terapéutico y sus propiedades o actividades
inherentes o adquiridas in vitro, in vivo o in situ. Las porciones varias del
anticuerpo y las porciones de péptido terapéutico de por lo menos un cuerpo
mimético de EPO mimética CH1 suprimida de la presente invencién pueden variar

como aqul se describe en combinacidn con lo que se conoce en el arte.

Como aqul se usa, un “cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida®,
“porcién de cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida®, o “fragmento de
cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida® y/o “variante de cuerpo
mimético de EPO mimética CH1 suprimida® y la similar imita, tiene o simula por lo
menos un ligando enlazante o por lo menos una actividad biolégica de por lo
menos una proteina tal como ligando enlazante o actividad in vitro, in situ ylo
preferiblemente in vivo, tal como pero no limitado a uno de la SEQ ID NOS:1-1110.
Por ejemplo, un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida adecuado,
porcién especificada o variante de la presente invencién puede unirse a por lo

menos un ligando de proteina e incluye por lo menos un ligando de proteina,
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receptor, receptor soluble, y similares. Un cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida adecuado, porcidon especificada, o variante también puede modular,
incrementar, modificar, activar, por lo menos una sefializacién del receptor de

proteina u otra actividad medible o detectable.

Los cuerpos miméticos (tiles en los métodos y las composiciones de la
presente invencién se caracterizan por la adecuada afinidad enlazante a ligandos
de proteina o receptores y opcionaimente y preferiblemente que tengan baja
toxicidad. En particular, es (til en la presente invencion un cuerpo mimético de
EPO mimética CH1 suprimida donde los componentes individuales, tales como la
porcién de regidn variable, la regidn constante (sin una porcién CH1) y estructural,
0 cualquier porcion de ellas (e.g., una porcién de las regiones J, D o V de la
cadena pesada variable o liviana; la region de giro, la cadena pesada constante o
la cadena liviana, y similares) opcionaimente individuaimente y/o colectivamente y
preferiblemente posee baja inmunogenicidad. Los cuerpos miméticos que pueden
ser utilizados en la invencién opcionaimente se caracterizan por su habilidad para
tratar pacientes por periodos extendidos con buen a excelente alivio de los
sintomas y baja toxicidad. La baja inmunogenicidad y/o la aita afinidad, asl como
también otras propiedades no definidas, pueden contribuir a los resultados
terapéuticos alcanzados. “ La inmunogenicidad baja" se define aqul como [as
respuestas significantes ascendentes a HAMA, HACA o HAHA en menos de cerca
del 75%, o preferiblemente menos de cerca de 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10,

9,8,7,6,5, 4, 3, 2ylo 1% de los pacientes tratados y/o titulos bajos ascendentes
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en los pacientes tratados (menos de cerca de 300, preferiblemente menos de 100
medidos con un inmuno-ensayo doble de enzima antigeno)(ver, e.g., Ellioit et al.,

Lancet 344:1125-1127 (1994)).

Utilidad

Los acidos nucleicos aislados de la presente invencién pueden ser utilizados para
la produccién de un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida, fragmento
o variante especificada de ella, los cuales pueden ser usados para efectuar en una
célula, tejido, 6rgano o animal (que incluye mamiferos y humanos), para modular,
tratar, aliviar, ayudar a prevenir la incidencia de, o reducir los sintomas de, por lo
menos una condicién relacionada con la protelna, seleccionada de, pero no
limitada a, por lo menos uno de un desorden o enfermedad inmune, un desorden o
enfermedad cardiovascular, un desorden o enfermedad infecciosa, maligna, y/o
neurologica, una anemia (n); una inmune/autoinmune (n); y/o un cancer/infeccién
(n), asi como también otras condiciones conocidas relacionadas con la proteina

especificada.

Tal método puede comprender la administracién de una cantidad efectiva
de una composicién o una composicién farmacéutica que comprende por lo menos
un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién especificada o
variante a una célula, tejido, 6rgano, animal o paciente en necesidad de tal

modulacion, tratamiento, alivio, prevencién o reduccién en los sintomas, efectos o
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mecanismos. La cantidad efectiva puede comprender una cantidad de cerca de
0.0001 a 500 mg/kg por administracion (nica o miltiple, o para alcanzar la
concentracion sérica de 0.0001-5000 pg/mL de concentracién en suero por
administracion Gnica o muitiple, o un intervalo efectivo o valor en el, hecho y
determinado utilizando métodos conocidos como aqul se describe o se conoce en

los artes relevantes.

Citas

Todas las publicaciones o patentes citadas aqul estdn completamente
incorporadas aqui por referencia puesto que ellas muestran el estado del arte al
momento de la presente invencién y/o proporcionan descripcién y habilitacién de
la presente invencion. Las publicaciones que se refieren a cualquier publicacién
cientifica o patente, o0 a cualquier otra informacién en cualquier formato que
incluye todos los registros, formatos electronicos o impresos. Las siguientes
referencias estdn totalmente incorporadas aqul por referencia: Ausubel, et al.,
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc., NY, NY, (1987-
2002); Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2™ Edition, Cold
Spring Harbor, NY (1889); Harlow and Lane, Antibodies, A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor, NY (1989); Colligan, et al ., eds., Current Protocols in
Inmunology, John Wiley & Sons, Inc., NY (1984-2002); Colligan et al., Current
Protocols in Protein Science, John Wiley & Sons, Inc., NY, NY, (1887-2002).
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Cuerpos Miméticos de /a Presente Invencién

El cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida puede comprender por lo
menos una regiébn CH3 unida directamente con por lo menos una regién CH2
unida directamente con por lo menos una regién de giro o fragmento de ella unido
directamente con por lo menos una regién parcial V, unida directamente con una
secuencia ligante opcional, unida directamente a por lo menos un péptido
terapéutico, ademas opcionalmente unida directamente con por lo menos una
porcibn de por 0 menos una secuencia de anticuerpo variable. En una
incorporacion preferida un par de CH3-CH2-secuencia parcial J -ligante-péptido
terapéutico con una secuencia opcién de anticuerpo N-terminal, el par unido por
asociacion o enlace covalente, tal como, pero no limitado a un enlace disulfuro
Cys-Cys. Asl, un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida de la presente
invencién imita una estructura de anticuerpo con sus propiedades y funciones
inherentes, a la vez que proporciona un péptido terapéutico y sus propiedades o
actividades inherentes o adquiridas in vitro, in vivo o in situ. Las porciones varias
del anticuerpo y las porciones de pé&ptido terapéutico de por lo menos un cuerpo
mimético de EPO mimética CH1 suprimida de la presente invencién pueden variar

como aqul se describe en combinacién con lo que se conoce en el arte.

Los cuerpos miméticos de la presente invencién proporcionan asl por lo

menos una propiedad adecuada al compararios con las protelnas conocidas, tales
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como, pero no limitadas a por lo menos uno de vida media incrementada, actividad
incrementada, actividad més especifica, avidez incrementada, velocidad
incrementada o disminuida, un seleccionado 0 mas adecuado subconjunto de
actividades, menor inmunogenicidad, calidad o duraciéon incrementada de por lo

menos un efecto terapéutico, menores efectos colaterales, y similares.

Los fragmentos de cuerpos miméticos de acuerdo con la Férmula (l)
pueden ser producidos por degradacion enzimatica, técnicas sintéticas o
recombinantes como se conoce en el arte y/o como aqui se describe. Los cuerpos
miméticos también se pueden producir en una variedad de formas truncadas
utilizando genes de anticuerpo en los cuales uno o mas codones de parada han
sido introducidos corriente arriba del sitio natural de parada. Las varias porciones
de cuerpos miméticos pueden ser juntas unidas quimicamente por las técnicas
convencionales, o pueden ser preparadas como una proteina contigua utilizando
técnicas de ingenieria genética. Por ejemplo, un dcido nucleico que codifica por lo
menos una de las regiones constantes de una cadena de anticuerpo humana se
puede expresar para producir una protelna contigua para uso en los cuerpos
miméticos de la presente invencién. Ver, e.q., ladner et al,, .Patente U.S, No. 4,
948, 778 y Bird, R.E. ef al., Science, 242: 423-426 (1988), respecto de anticuerpos

de cadena Unica.

Como se usa aqul, el término “cuerpo mimético humano® se refiere a un

anticuerpo en el cual sustanciaimente toda la parte de la proteina (e.g., péptido
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EPO mimeético, estructural, dominios C., Cx (e.9., Cu2, Cu3, giro, (VL. Vh)) se
espera sean sustanciaimente no inmunogénicas en humanos con solamente
cambios o variaciones menores en la secuencia. Tales cambios o variaciones
opcionaimente y preferiblemente retienen o reducen la inmunogenicidad en
humanos relativa a anticuerpos humanos no modificados, o cuerpos miméticos de
la presente invencién. Asl un anticuerpo humano y el cuerpo mimético EPO
mimética CH1 suprimida correspondiente de la presente invencién es distinto de
un anticuerpo quimérico o humanizado. Se sefiala que un anticuerpo humano y el
cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida se puede producir por un
animal no humano o célula que sea capaz de expresar genes de inmunoglobulina

humana re-acomodada funcionaimente (e.g., cadena pesada).

Los cuerpos miméticos humanos que son especlficos para por lo menos un
ligando de protelna o receptor de ella se pueden disefiar contra un ligando
apropiado, tal como un aislado y/o receptor o ligando de protelna EPO, o una
porcién de el (incluyendo moléculas sintéticas, tales como péptidos sintéticos). La
preparacion de tales cuerpos miméticos se realiza utilizando técnicas conocidas
para identificar y caracterizar las regiones o secuencias en las antes del ligando de

por lo menos una protelna o porcién de ella.

En una incorporacién preferida un cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida comprende la Férmula (1)

(V1(n)-Pep(n)-Flex(n)-V2(n)-pGiro(n)-CH2(n)-CH3(n))(m),
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en donde V1 es por lo menos una porcién de un N-termino de una regién variable
de inmunoglobulina, Pep es por lo menos un péptido bioactivo de EPO mimética,
Flex es un polipéptido que proporciona flexibilidad estructural para pemitir que el
cuerpo mimeético tenga orientaciones altemativas y propiedades enlazantes, V2 es
por lo menos una porcion de un C-termino de una regién variable de
inmunoglobulina, pGiro es por lo menos una porcion de una region de giro variable
de inmunoglobulina, CH2 es por lo menos una porcién de una regién constante
CH2 de inmunoglobulina, CH3 es por lo menos una porcion de una regién
constante CH3 de inmunoglobulina, n y m pueden ser un entero entre 1 y 10,
imitando diferente tipos de moléculas de inmunoglobulina, e.g., pero no limitadas a
IgG1, 1gG2, IgG3, IgG4, IgA1, IgA2, IgM, IgD, IgE y similares, o combinaciones de
ellas. E| monémero cuando m=1 puede estar unido a otros mondémeros por

asociacion o enlace covalente tal como pero no limitado a un enlace disulfuro Cys-

Cys.

En una incorporacién preferida, por lo menos un cuerpo mimético de EPO
mimética CH1 suprimida o porcidn especificada o variante de la presents
invencién se produce por al menos una linea celular, linea celular mezclada, célula
inmortalizada o poblacién clonal de células inmortalizadas y/o cultivadas. La
proteina inmortalizada que produce células puede ser producida utilizando
métodos adecuados. Preferiblemente, el por lo menos un cuerpo mimético de EPO
mimética CH1 suprimida o porcibn especificada o variante se genera

proporcionando acido nucleico o vectores que comprenden DNA derivado o que
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tienen una secuencia sustancialmente similar a, por lo menos un locus de
inmunoglobulina humana que es re-acomodada funcionalmente, o la cual puede
someterse a re-acomodo funcional, y la cual ademéas comprende una estructura de
cuerpo mimético como aqui se describe, e.g., pero no limitada a fa Formula (I), en
donde las porciones C- y N- terminales de las regiones variables pueden ser
usadas para V1 y V2, las regiones giro para pGiro, CH2 para CH2 y CH3 para

CHS3 como se conoce en el arte.

El término “funcionalidad re-acomodada® como se usa aqui se refiere a un
segmento de 4cido nucleico de un locus de inmunoglobulina que ha sido sometido
a recombinacién V(D)J, produciendo por lo tanto un gen de inmunogilobulina que
codifica una cadena de inmunoglobulina (e.g., cadena pesada), o cualquier
porcién de ella. Un gen de inmunoglobulina re-acomodado funcionalmente se
puede identificar directa o indirectamente utilizando métodos adecuados tales
como por ejemplo, secuenciacién de nucleétidos, hibridizacion, (e.g., Manchado
Southern, manchado Northem) utilizando sondas que pueden reconocer para
codificar uniones entre segmentos del gen o genes de inmunoglobulina de
amplificacién enzimatica (e.g., reaccién de cadena polimerasa) con iniciadores
(primers) que pueden reconocer para codificar uniones entre segmentos del gen.
Ya sea una célula que produce un cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida o porcién o variante que comprenden una regién variable particular o
una region variable que comprende una secuencia particular (e.g., por lo menos

una secuencia Pep) también se pueden determinar utilizando métodos adecuados.
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Los cuerpos miméticos, porciones especificadas y variantes de la presente
invencién adicionaimente se pueden preparar utilizando por lo menos un cuerpo
mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién especificada, o variante de
un dcido nucleico que codifica para proporcionar plantas transgénicas y células
cultivadas de planta (e.g., pero no limitada a tabaco y malz) que producen tales
cuerpos miméticos, porciones especificadas o variantes en partes de la planta o
en células cultivadas a partir de ellas. Como un ejemplo no limitante, el tabaco
transgénico ha sido utilizado exitosamente para proporcionar grandes cantidades
de proteinas recombinantes, ya que deja expresar las proteinas recombinantes
e.g., utilizando un promotor inducible. Ver, e.g., Cramer et al., Curr. Top. Microbol
Immunol. 240 ;: 95-118 (1999) y las referencias aqul citadas. También, el maiz
transgénico o el almidon de malz han sido utilizados para expresar proteinas
mamiferas a niveles de produccion comercial, con actividades biol6gicas
equivalentes a aquellas producidas en otros sistemas recombinantes o purificadas
a partir de fuentes naturales. Ver, e.g., Hood et al., Adv. Exp. Med. Biol. 464:127-
147 (1999) y las referencias aqui citadas. Los anticuerpos también han sido
producidos en grandes cantidades a partir de semillas de plantas transgénicas que
incluyen fragmentos de anticuerpo, tales como anticuerpos de cadena Unica
(scFv's), que incluyen semillas de tabaco y tubérculos de papa. Ver, e.g., Conrad
et al., Plant Mol. Biol. 38:101-109 (1998) y las referencias citadas en él. Asl, los
cuerpos mimeéticos, porciones especificadas y variantes de la presente invencién

también se pueden producir utilizando plantas transgénicas, de acuerdo con los
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meétodos conocidos. Ver también, e.g., Fischer et al., Biotechnol. Appl., Biochem
30: 99-108 (Oct., 1999), Ma et al., Trends Biotecnol. 13:522-7 (1995); Ma et al.,
Plant Physiol. 109 :341-8 (1985) ; Whitelam et al., Biochem. Soc. Trans. 22: 940-
944 (1994); y las referencias citadas en él. Las referencias anteriores estén

completamente incorporadas aqul por referencia.

Los cuerpos miméticos de la invencion pueden unir ligandos de protelna
humana con un amplio intervalo de afinidades (Kp). En una incorporacién
preferida, por lo menos un cuerpo mimético de EPO humana mimeética CH1
suprimida de la presente invencion opcionalmente puede unir por lo menos un
ligando de proteina con alta afinidad. Por ejemplo, por lo menos un cuerpo
mimeético de EPO mimética CH1 suprimida de la presente invencion puede unirse
por lo menos a un ligando de proteina con una Kp igual a 0 menor que cerca de
107 M, o mas preferiblemente con una Kp igual a o menor que cerca de 0.1- 9.9
(o en cualquier intervalo o valor en &I) X 107,10°, 10°,107°,10™" ,102 o0 10 M,

o cualquier intervalo o valor en él.

La afinidad o avidez de un cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida para por lo menos un ligando de protelna se puede determinar
experimentaimente utilizando cualquier método adecuado, e.g., como se usa para
determinar la afinidad o avidez enlazante anticuerpo-antigeno. (Ver, por ejemplo
Berzofsky, et al., "Antibody-Antigent Interaction,” en Fundamental Immunciogy,
Paul, W. E., Ed., Raven Press: New York NY (1984); Kuby, Janis /mmunoiogy,
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W.H. Freeman and Company: New York, NY (1982); y los métodos descritos
aqul). La medida de la afinidad de la interaccién ligando-cuerpo mimético de un
cuerpo mimético de una EPO mimética particular CH1 suprimida puede variar si se
mide bajo condiciones diferentes (e.g., concentracién de sal, pH). Entonces, las
medidas de afinidad y otros parametros de ligando-enlazante (e.g., Ko, Ka, Ki) se
hacen preferiblemente con soluciones estandarizadas de cuerpo mimético de EPO
mimética CH1 suprimida y ligando, y un amortiguador estandarizado tal como el

amortiguador descrito aqui.
Moléculas de Acldo Nucleico

Utilizando la informacion proporcionada aqul, tal como las secuencias de
nucleétido que codifican por lo menos 90-100% de los aminoécidos contiguos de
por lo menos una de la SEQ ID NOS:1-42 asi como también por lo menos una
porcién de un anticuerpo, en donde las secuencias anteriores estdn insertadas
como las secuencias Pep de Férmula (I) para proporcionar un cuerpo mimético de
EPO mimética CH1 suprimida de la presente invencion, ademds comprende
fragmentos especificados, variantes o secuencias de consenso de ellos, 0 un
vector depositado que comprende por lo menos una de estas secuencias, una
molécula de acido nucleico de la presente invencién que codifica por lo menos un
cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcidén especificada o
variante se pueden obtener utilizando los métodos descritos aqul o como se

conoce en el arte.
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Las moléculas de acido nucleico de la presente invencién pueden estar en
la forma de RNA, tales como mRNA, hnRNA, tRNA o cualquier otra forma, o en la
forma de DNA que incluye pero no se limita a, cONA y DNA gendémico obtenido
por clonacién o producido sintéticamente o cualquier combinacién de ellos. EI DNA
puede ser de hebra triple, hebra doble o hebra dnica, o cualquier combinacién de
ellas. Cualquier porcién de por lo menos una hebra del DNA o RNA puede ser la
hebra codificante, también se conoce como la hebra sentido, o puede ser la hebra

que no codifica, también referida a la hebra antisentido.

Las moléculas aisladas de acido nucleico de la presente invencion pueden
incluir moléculas de acido nucleico que comprenden un entramado de lectura
abierta (ORF), opcionalmente con uno o mas intrones, moléculas de acido
nucleico que comprenden la secuencia codificante para un cuerpo mimético de
EPO mimética CH1 suprimida o porcién especificada o variante; y moléculas de
dcido nucleico las cuales comprenden una secuencia de nucleétido
sustanciaimente diferentes de aquellas descritas antes pero as cuales, debido a la
degeneracion del codigo genético, atin codifican por lo menos un cuerpo mimético
de EPO mimética CH1 suprimida como aquf se describe y/o como se conoce en el
arte. Por supuesto, el codigo genético es bien conocido en el arte. Asl, seria la
rutina de alguien versado en el arte para generar tales variantes de 4cido nucleico

degenerado que codifica para cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o
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porcioﬁ especificada o variantes de la presente invencion. Ver, e.g., Ausubel, et

al., Supra, y tales variantes de écido nucleico se incluyen en la presente invencion.

Como aqul se indica, las moléculas de acido nucleico de la presente
invencién las cuales comprenden una molécula de acido nucleico que codifica un
cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcion especificada o
variante puede incluir, pero no se limita a, aquellas que codifican la secuencia de
aminodcido de un fragmento de cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida, por si misma; la secuencia que codifica para el cuerpo mimético de
EPO mimética CH1 suprimida entero o una porcién de el; la secuencia que
codifica para un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida, fragmento o
porcién, asl como también secuencias adicionales, tales como las secuencias que
codifican de al menos una sefial lider o péptido de fusién, con o sin las secuencias
codificantes adicionales antes mencionadas, tal como al menos un intrén, junto
con secuencias no codificantes adicionales, incluyendo pero no limitadas a,
secuencias 5' y 3' no codificantes, tal como se transcribié, las secuencias no
traducidas que juegan un papel en la trascripcién, en el procesamiento de mRNA,
incluyendo un ajuste y sefiales de poliadenilacién (por ejemplo enlace de ribosoma
y estabilidad de mRNA); una secuencia de codificacién adicional que codifica para
aminodcidos adicionales, tales como aquellos que proporcionan funcionalidades
adicionales. Asl, la secuencia que codifica un cuerpo mimético de EPO mimética
CH1 suprimida o porciobn especificada o variante puede ser fundida a una

secuencia de marca, tal como una secuencia que codifica un péptido que facilita la

CENO0311 36



10

15

20

purificacién del cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida fusionado o
porcién especificada o variante que comprende un fragmento o porcién de cuerpo

mimético de EPO mimética CH1 suprimida.

Polinucleétidos que Hibridizan Selectivamente a un Polinucleétido como se

Describe aqui

La presente invencién proporciona acidos nucleicos aislados que hibridizan
bajo condiciones de hibridizacién selectiva a un polinucledtido divulgado aqul, u
ofros divulgados aqui, incluyendo variantes especificadas o porciones de ellos.
Asl, los polinucledtidos de esta incorporacion se puede utilizar para aislar, detectar

y/o cuantificar 4cidos nucleicos que comprenden tales polinucleétidos.

Las condiciones de hibridizacion de estrechez baja o moderada son
tipicamente, pero no exclusivaments, empleadas con secuencias que tienen una
identidad de secuencia reducida relativa a las secuencias complementarias. Las
condiciones de estrechez moderada y alta pueden opcionalmente ser empleadas
para secuencias de mayor identidad. Las condiciones de baja estrechez permiten
hibridizacién selectiva de secuencias que tienen cerca de 40-89% de identidad de
secuencia y pueden ser empleadas para identificar secuencias ortélogas o

paréalogas.
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Opcionalmente, los polinucleétidos de esta invencién codificardn por lo
menos una porcién de un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o
porcion especificada o variante codificada por los polinucleétidos aqui descritos.
Los polinucledtidos de esta invencién abarcan secuencias de’ dcido nucleico que
pueden ser empleadas para la hibridizacién selectiva para un polinuclestido que
codifica un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién
especificada o variante de la presente invenciébn. Ver, e.g., Ausubel, supra;

Colligan, supra, cada una aqul incorporada completamente por referencia.

Construccién de Acidos Nucleicos

Los acidos nucleicos aislados de la presente invencién se pueden hacer
utilizando (a) métodos recombinantes, (b) técnicas sintéticas, (c) técnicas de

purificacién, o combinaciones de ellas, como es bien conocido en el arte.

Los écidos nucleicos pueden comprender convenientemente secuencias en
adicién a un polinucleétido de la presente invencién. Por ejemplo, un sitio de
multiclonacién que comprende uno o mas sitios de restriccion de endonucleasa se
pueden insertar en el acido nucleico para ayudar en el aislamiento del
polinucleétido. También, se pueden insertar secuencias traducibles para ayudar en
el aislamiento del polinucleétido traducido de la presente invencién. Por ejemplo,
una secuencia de hexa-histidina marcada proporciona un medio conveniente para

purificar las proteinas de la presente invencién. El dcido nucleico de la presente
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invenciéon — excluyendo la secuencia codificada — es opcionalimente un vector, un
adaptador o un ligante para clonacién y/o expresién de un polinucleétido de la

presente invencion.

Secuencias adicionales se pueden adicionar a tales secuencias de
clonacién y/o expresién para optimizar su funcién en clonacién y/o expresion, para
ayudar en el aislamiento del polinucleétido, o mejorar la introduccion del
polinucledtido en una célula. E! uso de vectores de clonacién, vectores de
expresion, adaptadores y ligantes es bien conocido en el arte. Ver, e.g., Ausubel,

supra;, o Sambrook, supra.

Métodos Recombinantes para Construccién de Acidos Nucleicos

Las composiciones de écido nucleico aislado de esta invencion, tal como
RNA, cDNA, DNA gendmico, o cualquier combinacién de ellos, se puede obtener
de fuentes bioldgicas utilizando cualquier numero de metodologlas de clonacion
conocidas por aquellos versados en el arte. En algunas incorporaciones, sondas
de oligonucledtido que selectivamente hibridizan, bajo oonsiiciones de estrechez
adecuada, a los polinucleétidos de la presente invencién son usadas para
identificar la secuencia deseada en una biblioteca de cDNA o de DNA gendémico.

El aislamiento de RNA, y la construccién de cDNA y bibliotecas gendmicas es bien
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conocida por aquellos versados en el arte. (Ver, e.g., Ausubel, supra; o Sambrook,

supra).

Métodos Sintéticos para Construccion de Acidos Nucleicos

Los acidos nucleicos aislados de la presente invenciéon también pueden ser
preparados por sintesis quimica directa mediante métodos conocidos (ver, e.g.,
Ausubel, et al., supra). La sintesis quimica generaimente produce un
oligonuclestido de hebra (nica, el cual puede ser convertido en DNA de doble
hebra por hibridizacién con una secuencia complementaria, o por polimerizacién
con una DNA polimerasa utilizando la hebra Unica como una plantilla. Alguien
versado en el arte reconocera que mientras la sintesis quimica de DNA se puede
limitar a secuencias de cerca de 100 o mas bases, secuencias mas largas se

pueden obtener por la unién de secuencias mas cortas.

Cintas de Exprealén Recombinante

La presente invencién proporciona ademas cintas de expresion
recombinante que comprenden un &cido nucleico de la presente invenciéon. Una
secuencia de acido nucleico de la presente invencion, por ejemplo un cDNA o
secuencia genomica que codifica un cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida porcidon especificada o variante de la presente invencién puede ser

usada para construir una cinta de expresion recombinante que se pueda introducir
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en por lo menos una célula huésped deseada. Una cinta de expresion
recombinante tipicamente comprendera un polinucledtido de la presente invencién
unido operablemente a sacuencias regulatorias de iniciacién transcripcional que
dirigiran la trascripcién del polinucleétido en la célula huésped destinada. Ambos
promotores heterdlogo y no heterblogo (i.e., endégenos), se pueden emplear para

dirigir la expresion de los acidos nucleicos de la presente invencion.

En algunas incorporaciones los acidos nucleicos que sirven como promotor,
mejorador u otros elementos se pueden introducir en la posicibn apropiada
(corriente amriba, comiente abajo o en el intrén) de una forma no heter6loga de un
polinucleétido de la presente invencién hasta regular arriba o abajo la expresion de
un polinucleétido de la presente invencion. Por ejemplo, promotores endégenos
se pueden alterar in vivo o in vitro por mutacién, supresién y/o sustitucién como se
conoce en el arte. Un polinucledtido de la presente invencién se puede expresar
ya sea en la orientacién sentido o antisentido como se desee. Se apreciara que el
control de |a expresién del gen ya sea en la orientacién sentido o antisentido
puede tener un impacto diracto sobre las caracteristicas observables. Otro método
de supresion es la supresion sentido. La introduccibn del &cido nucleico
configurado en la orientacion sentido ha mostrado ser un medio efectivo mediante

el cual se bloquea la transcripcién de los genes blanco.,
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Vectores y Células Huésped

La presente invencién también se relaciona con vectores que incluyen
moléculas de dcido nucleico aislado de la presente invencién, las células huésped
que se obtienen por ingenierla genética con los vectores recombinantes, y la
produccién de por lo menos un cuerpo mimético de EPO mimiética CH1 suprimida
o porcidn especificada o variante por técnicas recombinantes como es bien
conocido en el arte. Ver, e.g., Sambrook et al., supra; Ausubel, et al., supra, cada

una incorporada aqui compietamente por referencia.

Los polinucledtidos pueden estar unidos opcionalmente a un vector que
contiene un marcador seleccionable para propagacibn en un huésped.
Generalmente, un vector pldsmido se introduce a la célula usando métodos
adecuados conocidos, tal como electroporacion y similares, otros métodos
conocidos incluyen el uso de un vector como un precipitado, tal como fosfato de
calcio pracipitado, o en un complejo con un lipido cargado. Si el vector es un virus
se puede empacar in vitro utilizando una linea de células empacadas apropiada y

luego se transduce en las células huésped.

El inserto de DNA se debe unir operativamente a un promotor apropiado. La
expresion del constructo ademés opcionaimente contendré sitios para al menos la
iniciacién de la transcripcion, terminacion y, en la regién transcripta, un sitio de

unidon de ribosoma para traduccion. La porcibn que codifica de la expresién
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transcripta madura por el constructo preferiblemente incluira una iniciacién de
traduccion en el codén de inicio y terminacion (e.g.. UAA, UGA, o UAG)
posicionados apropiadamente al final del MRNA a ser traducido, con UAA y UAG

preferidas para expresion de células eucariticas o de mamifero.

Los vectores de expresion preferiblemente sin embargo opcionalments
incluirdn por lo menos un marcador seleccionable. Tales marcadores incluyen,
e.g., pero no limitados a, metotrexato (MTX), dihidrofolato reductasa (DHFR,
Patentes U.S. Nos: 4, 399, 218; 4, 634, 665; 4, 656, 134, 4, 956, 288; 5,149, 636;
5, 179, 017), ampicilina, neomicina (G418), acido micofendlico, o glutamina
sintetasa (GS, Patentes U.S. Nos 5, 122, 464; 5, 770, 359; 5, 827, 739) resistencia
para cultivo de células eucaridticas y genes de resistencia a la tetraciclina o
ampicilina para cultivar en E. Coli y otras bacterias o procaridticas (en las
Patentes anteriores estén aqul incorporadas completamente por referencia), los
medios de cultivo y condiciones apropiadas para las células huésped descritas
anteriormente son conocidos en el arte. Los vectores adecuados seran faciimente
claros para la persona versada en el arte. La introduccién de un constructo vector
en una célula huésped se puede efectuar por transfeccion de fosfato de calcio,
transfeccion mediada por DEAE-Dextrano, transfeccibn mediada por lipido
catibnico, electroporacién, transduccioén, infeccién u otros métodos conocidos.
Tales métodos estan descritos en el arte, tal como Smabrook, supra, capitulos 1-4
y 16-18; Ausubel, supra, capitulos 1, 8,13, 15, 16.
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Al menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o
porcién especificada o variante de la presente invencién se puede expresar en una
forma modificada, tal como una protefna de fusion, y puede incluir no solamente
sefiales de secrecién, sino también regiones funcionales heterélogas adicionales.
Por ejemplo, una regién de aminoacidos adicional, particularmente aminoacidos
cargados se puede adicionar al N-termino de un cuerpo mimético de EPO
mimética CH1 suprimida o porcidon especificada o variante para mejorar la
estabilidad y persistencia en la célula huésped, durante la purificacién, o durante el
subsiguiente manejo y almacenamiento. También las mitades péptido se pueden
adicionar a un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcion
especificada o variante de la presente invencién para facilitar la purificaciéon. Tales
regiones se pueden remover antes del final de la preparacién de un cuerpo
mimético de EPO mimética CH1 suprimida o al menos un fragmento del mismo.
Tales métodos estan descritos en muchos manuales de laboratorio estdndar, tal
como Sambrook, supra caplitulos 17.29-17.42 y 18.1-18.74; Ausubel, supra,
capitulos 16, 17 y 18.

Para aquellos versados en el arte son conocidos en los numerosos
sistemas de expresion disponibles para expresidon de un acido nucleico que

codifican una proteina de la presente invencion.

Cultivos de células ilustrativos Utiles para la produccién de cuerpos

miméticos, porciones especificadas o variantes de los mismos, son células de
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mamiferos. Los sistemas de células de mamiferos frecuentemente estarén en la
forma de monocapas de células sin embargo también se pueden usar
suspensiones de células de mamiferos o bioreactores. Un numero de lineas
celulares huésped adecuadas capaces de expresar proteinas glicosiladas han sido
desarrolladas en el arte e incluyen las lineas celulares COS-1 (e.g., ATCC CRL
1650), COS-7 (e.g., ATCC CRL-1651), HEK203, BHK21 (e.g., ATCC CRL-10),
CHO (e.g., ATCC CRL 1610, DG-44) y BSC-1 (e.g., ATCC CRL-26), células
hepG2, células P3X83Ag8853, SP2/0-Ag14, 293, células HeLa y similares, las
cuales estdn facilmente disponibles en, American Type Culture Collection,
Manassas, Va. Las células huésped preferidas incluyen células de origen linfoide
tales como células de mieloma y linfoma. Las células huésped preferidas
particularmente son las células P3X83Ag8.853 (ATCC Numero de Acceso CRL-
1580) y células SP2/0-Ag14 (ATCC Nimero de Acceso CRL-1851).

Los vectores de expresién para estas células pueden incluir una o
mas de las siguientes secuencias control de expresion, tales como, pero no
limitadas a un origen de replicacién; un promotor (e.g., promotores tardios o
tempranos SV40), el promotor CMV (e.g., patentes U.S. Nos. 5, 168, 062; 5, 385,
838), un promotor HSV tk, un promotor pgk (fosfoglicerato quinasa), un promotor
afa EF-1 (e.g.. patente U.S. No. 5, 266, 481), al menos un promotor de
inmunoglobulina humana; un mejorador, y/o sitios de procesamiento de
informacion, tales como sitios enlazantes de ribosoma, sitios de empalme de RNA,

sitios de poliadenilaciéon (e.g., un sitio de adicion SV40 grande T Ag poli A), y
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gsecuencias de terminacidon transcripcional. Ver, e.g., Ausubel et al., supra;
Sambrook et al., supra. Otras células Utiles para la produccién de acidos nucleicos
o proteinas de la presente invencibn se conocen y/o estdn disponibles, por
ejemplo en American Type Culture Collection Catalogue de lineas celulares e

hibridomas (www.atcc.org) u otras conocidas o fuentes comerciales.

Cuando se emplean células huésped eucarifticas, la poliadenilacién o
secuencias terminales de transcripcion tipicamente estdn incorporadas en el
vector. Un ejemplo de una secuencia de terminacion es la secuencia de
poliadenilacién del gen de la hormona de crecimiento bovino. También se pueden
incluir las secuencias para un empaime exacto del transcripto. Un ejemplo de una

sacuencia de empalme es el intron VP1 de SV40 (Sprague, et al., J. Virol. 45: 773-

_ 781 (1883)). Adicionalmente, las secuencias del gen para controlar la replicacién

en la célula huésped se puede incorporar en el vector, como es conocido en el

arte.

Purificacién de una porcién de un cuerpo mimético de EPO mimética CH1

suprimida o variante del mismo

Un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién
especificada o variante se puede recuperar y purificar de los cultivos de célula
recombinante por los métodos bien conocidos que incluyen, pero no se limitan a,

purificacién de la proteina A, precipitacién con sulfato de amonio o etanol,
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extraccién acida, cromatografia de intercambio aniénico o catidnico, cromatografia
en fosfocelulosa, cromatografla de interaccidn hidrofbica, cromatografla de
afinidad, cromatografia en hidroxilapatita y cromatografia en lectina. También se
puede emplear para la purificacion la cromatografia liquida de alta resolucién
(“HPLC"). Ver, e.g., Colligan Current Protocols in Immunology, o Current Protocols
in Protein Science, Willey & Sons, NY, NY (19887-2002), e.g., caplitulos 1, 4, 6, 8, 9,

10, cada uno incorporado completamente aqui por referencia.

Los cuerpos miméticos o porciones especificadas o variantes de la presente
invencién incluyen productos purificados naturaimente, productos de
procedimientos quimicos sintéticos, y productos producidos por técnicas
recombinantes a partir de un huésped eucariético, que incluye por ejemplo células
de levadura, plantas superiores, insectos y mamiferos. Dependiendo del huésped
que se emplee en un procedimiento de produccién recombinante, el cuerpo
mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién especificada o variante de la
presente invencidén puede ser glicosilado o puede ser monoglicosilado, siendo
preferido el glicosilado. Tales métodos se describen en muchos manuales de
laboratorio estandar, tales como Sambrook, supra, secciones 17.37-17.42;
Ausubel, supra, Capltulos 10, 12, 13, 16, 18 y 20, Colligan Protein Science, supra,

capltulos 12-14, todos incorporados completamente aqul por referencia.
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CUERPOS MIMETICOS, FRAGMENTOS ESPECIFICADOS Y/O VARIANTES

Los cuerpos miméticos aislados de la presente invencién comprenden
cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién especificada o
variante codificada por cualquiera de los polinucleétidos de la presente invencién
como se discute mas completamente aqui o cualquier aislado o preparado de
cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porciébn especificada o

variante de los mismos.

Preferiblemente, el cuerpo mimeético de EPO mimética CH1 suprimida o
porcion enlazada al ligando o variante enlaza por lo menos un ligando o receptor
de proteina EPO, y, por lo tanto proporciona actividad bioldgica EPO de Ia
proteina comespondiente © un fragmento de Ila misma. Protelnas
significativamente diferentes terapéuticamente o diagndsticamente son bien
conocidas en el arte y también se conocen en el arte ensayos adecuados o

actividades biolégicas de tales protelnas .

Ejemplos no limitantes de péptidos miméticos adecuados de EPO para esta
invencién, aparecen en la tabla 1 abajo. Estos péptidos se pueden preparar por
métodos divulgados y/o conocidos en el arte. En la mayoria de los casos se
utilizan las abreviaturas de letra Unica de los aminodcidos. La X en estas
secuencias ( y a través de esta especificacion, a menos que se especifique de

otra manera en un ejemplo particular) significa que cualquiera de los residuos de
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aminodcido conocidos o que ocummen naturaimente o derivados conocidos de elios
pueden estar presentes, o cuaiquier aminodcido modificado conocido de ellos.
Cualquiera de estos péptidos puede estar ligado en tandem (i.e., secuencialmente)
con o sin ligantes, y unos pocos ejemplos unidos en tandem se proporcionan en la
tabla. Los ligantes estan listados como “A° y pueden ser cualquiera de los ligantes
descritos aqul. El tandem se repite y los ligantes se muestran separadamente por
lineas punteadas para claridad. Cualquier péptido que contiene un residuo cisteinil
puede estar opcionalmente entrecruzado con otro péptido que contenga Cys, ya
sea que uno o ambos pueda estar unido a un vehiculo. Unos pocos ejemplos de
entrecruzamiento se proporcionan en la tabla. Cualquier péptido que tenga mas de
un residuo Cys puede formar un enlace disulfuro intrapéptido, ver por ejemplo los
péptidos de EPO mimética en la tabla 1. Unos pocos ejemplos de péptidos
enlazados por disulfuro intrapétido estan especificados en la tabla. Cualquiera de
estos péptidos se puede derivatizar como se describe aqul, y unos pocos ejemplos
derivatizados se proporcionan en la tabla. Para derivados en los cuales el
Carboxilo-termino puede ser cubierto con un gripc amino, allgrupo amino que
cubre se muestra como —NH,. Para derivados en los cuales los residuos de
aminoacido se sustituyen por mitades distintas de residuos de aminodcidos, las
sustituciones se denotan por una 3, lo que significa que cualquiera de las mitades
se conoce en el arte, e.g.,como se describe en Bhatnagar et al. (1996), J. Med.
Chem. 39: 3814-9 y Cuthbertson et al. (1897), J. Med. Chem. 40 : 2876-82 que

esta completamente incorporada por referencia. El sustituyente J y los
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sustituyentes Z (Zs , Zs.. Zeo) s0n como se define en las Patentes U.S. Nos. 5, 608,
035, 5, 786, 331 y 5, 880, 096 que estan enteramente incorporadas aqui por
referencia. Para las secuencias EPO mimética (Tabla 1) los sustituyentes X; hasta
X11 y el entero “n” son como se define en WO 86/40772, las cuales se incorporan
completamente por referencia. Los residuos que aparecen en negrilla son D-
aminoécidos, pero pueden ser opcionaimente L-aminoécidos. Todos los péptidos
estan unidos a través de enlaces pétidicos a menos que se indique de otra
manera. Las abreviaturas estan listadas al final de estas especificacion. En la

columna "SEQ ID NO" "NR" significa que no se requiere listar la secuencia para la

secuencia dada.
YXCXXGPXTWXCXP 1
YXCXXGPXTWXCXP-YXCXXGPXTWXCXP 2
YXCXXGPXTWXCXP-A-YXCXXGPXTWXCXP 3
YXCXXGPXTWXCXP-A-e-amina) 4

\

K

/
YXCXXGPXTWXCXP-A-(c-amina) 4
GGTYSCHFGPLTWVCKPQGG 5
GGDYHCRMGPLTWVCKPLGG e
GGVYACRMGPITWVCSPLGG 7
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AT
VGNYMCHFGPITWVCRPGGG 8
GGLYLCRFGPVTWDCGYKGG 9
GGTYSCHFGPLTWVCKPQGG- 10

GGTYSCHFGPLTWVCKPQGG-A- GGTYSCHFGPLTWVCKPQGG 11

GGTYSCHFGPLTWVCKPQGGSSK 12
GGTYSCHFGPLTWVCKPQGGSSK 13
GGTYSCHFGPLTWVCKPQGGSSK 14

GGTYSCHFGPLTWVCKPQGGSSK-A-GGTYSCHFGPLTWVCKPQGGSSK

GGTYSCHFGPLTWVCKPQGGSS-A-E-amina)
\

K
/
GGTYSCHFGPLTWVCKPQGGSS-A-(a-amina) 15
GGTYSCHFGPLTWVCKPQGGSSK(-A-biotina) 16
CXXsGPXsTWX;C 17
GGTYSCHGPLTWVCKPQGG 18
VGNYMAHMGPITWVCRPGG 18
GGPHHVYACRMGPLTWIC 20
GGTYSCHFGPLTWVCKPQ 21
GGLYACHMGPMTWVCQPLRG 22
TIAQYICYMGPETWECRPSPKA 23
YSCHFGPLTWVCK 24
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YCHFGPLTWVC

XX XsGPXg TWX7Xg
YX2XaXeXsGPXe TWX7Xa

X1 Y X2X3X4XsGPXgX7XeXoX10X11
X1YX2CXX5GPXeg TWX7CXoX10X11
GGLYLCRFGPVTWDCGYKGG
GGTYSCHFGPLTWVCKPQGG
GGDYHCRMGPLTWVCKPLGG
VGNYMCHFGPITWVCRPGGG
GGVYACRMGPITWVCSPLGG
VGNYMAHMGPITWVCRPGG
GGTYSCHFGPLTWVCKPQ
GGLYACHMGPMT%AIVCQPLRG
TIAQYICYMGPETWECRPSPKA
YSCHFGPLTWVCK
YCHFGPLTWVC
SCHFGPLTWVCK

(AX2) XX XsGPXs TWX7Xg

Las actividades biolégicas EPO son bien conocidas en el arte. Ver, e.g.,
Anagnostou A et al La eritropoyetina tiene un efecto mitogénico y quimiotactico
positivo sobre las células endoteliales. Proceedings of the National Academy of

Science (USA) 87:5978-82 (1990); Fandrey J. and Jelkman WE La Interleuquina 1
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y la produccién in vitro de eritropoyetina que inhibe el factor alfa de necrosis
tumoral. Annals of the New York Academy of Science 628:250-5 (1991); Geisler K.
et al Eritropoyetina humana recombinante: un factor de crecimiento hemopoyetico
multipotencial in vivo e in vitro. Contrib. Nephrol. 87:1-10 (1980); Gregory CJ La
sensibilidad de la Ertropoyetina como un marcador de diferenciacién en sistemas
hematopoyéticos. Estudios de la respuesta de tres colonias eritropoyéticas en
cultivo. Joumal of Cellular Physiology 89:288-301 (1876); Jelkman W et al,
Monoquinas que inhiben la produccion de eritropoyetina en cultivos de hepatoma
humano y en rifiones aislados de ratas perfundidas. Life Sci. 50:301-8 (1992);
Kimata H et al La eritropoyetina humana recombinante estimula directamente la
produccién de inmunogilobulina en las células B y la proliferacion en un medio libre
de suero. Clinical and Experimental Immunology 85:151-8 (1891); Kimata H et al
La Eritropoyetina mejora la produccién de inmunoglobulina y la proliferacién por
células de plasma humano en un medio libre de suero. Clin. Immunology
Immunopathol. 59:495-501 (1981); Kimata H et al Efecto de la eritropoyetina
humana recombinante sobre la produccién in vitro de IgE humana. Clinical and
Experimental Immunology 83:483-7 (1991); koury MJ and Bondurant MC La
eritropoyetina retarda la ruptura del DNA y previene las muerte celular programada
en ceélulas progenitoras eritroides. Science 248:378-8 (1890); Lim VS et al Efecto
de eritropoyetina humana recombinante sobre la funcién renal en humanos.
Kidney Intemational 37:131-6 (1990); Mitjavila MT et al Estimulacién autocrina por
eritropoyetina y crecimiento auténomo de células de leucemia eritroide humana in

vitro. Journal of Clinical Investigation 88:789-97 (1991); Andre M et al Realizacién
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de un ensayo inmunoradiométrico de eritropoyetina y resultados para
especimenes de pacientes anémicos y policitémicos. Clinical Chemistry 38:758-63
(1892); Hankins WD et al Lineas celulares que dependen de eritropoyetina y que
producen eritropoyetina. Iimplications for research and for leukemia therapy.
Annals of the New York Academy of Science 554:21-8 (1989); Kendall RGT et al
Almacenamiento y preparacidon de muestras para radioinmunoandlisis de
eritropoyetina, Clin. Lab. Haematology 13:188-968 (1881); Krumvieh D et al
Comparacién de ensayos bioldégicos relevantes para la determinacién de
eritropoyetina activa biolégicamente. Dev. Biol. Stand. 69:15-22 (1988); Ma DD et
al Evaluacién de un EIA para medir eritropoyetina en suero humano como
comparada con RIA y un bioensayo in vitro, British Journal of Haematology 80:
431-6 (1992); Noe G et al. Un emparedado sensitivo ELISA para la medicién de
eritropoyetina en suero humano British Jounal o Haematology 80: 285-82 (1982);
Pauly JU et al, inmunoensayos de enzimas altamente especlfico y altamente
selectivos y altamente sensitivos para anticuerpos interleukina 3 (IL3) humanos y
eritropoyetina humana (EPO) en suero Behring Institut Mitteilunged 90:112-25
(1991);Sakatas and Enoki y mejoré un microbioensayo para eritropoyetina en
plasma basada en formacion de colonias CFU-E. Ann. Hematology 64: 224-30
(1992); Sanengen T. et al Eritropoyetina inmunoreactiva y factor(s) de
estimulacion de eritropoyesis en plasma desde neonatos hipertransfundidos y
ratén adulto. Los estudios con un radiomunoensayo y un ensayo de cultivo de
células para eritropoyetina. Acta Physiol. Scand 135: 11-6 (1989); Widness JA et

al. Un ensayo de inmunoprecipitacién de eritropoyetina especifico y sensible:
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aplicacién a los estudios farmacocinéticos. Journal of Lab. Clin. Medi. 119: 285-84
(1992); para informaciéon adicional vea también las lineas de células individuales
usadas en bioensayos individuales. Cada una de las referencias anteriores estan
incorporadas enteramente aqui por referencia. El EPO se puede ensayar
empleando lineas de células tales como HCD57, NFS-80, TF-1 y UT-7, las cuales
responden al factor. La actividad EPO se puede evaluar también en un ensayo de
formacién de colonias determinando el nimero de CFU-E de células de Médula
6sea. Un método de deteccion enteramente diferente y altemativo es la

cuantificaciéon por RT-PCR de citoquinas.

Un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida, o porcién
especificada o variante de Ilas mismas, proporciona preferiblemente
sustancialmente o parciaimente al menos a actividad biolégica de al menos de una
proteina o fragmento, puede enlazarse la proteina o el ligando del fragmento y
entonces proporcionar al menos una actividad que es mediada de otra manera a
través del enlace de la protelna a por lo menos un ligando de proteina o receptor o
a través de otra proteina-dependiente 0 mecanismos mediados. Como se usa
aqul, el tdrmino “actividad de cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida®
se refiere a un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida que puede
modular o causar al menos una actividad dependiente de la proteina de cerca de
20-10,000% preferiblemente por lo menos cerca de 80, 70, 80, 90, 91, 92, 93, 94,
85, 97, 88, 89, 100, 110, 120, 130, ,140, 150, 160, 170, 180, 1980, 200, 250, 300,
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350, 400, 450, 500, 550, 800, 700, 800, 800,1000, 2000, 3000, 4000, 5000, 6000,
7000, 8000, 9000 % o mas dependiendo del ensayo.

La capacidad de un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o
porcion especificada o variante para proporcionar al menos una actividad
dependiente de la proteina, se evalia preferentemente por al menos un ensayo
biolégico de una proteina adecuada, como se describe aqul y/o como se conoce
en el arte. Un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida humana o una
porcion especificada o variante de la invencion puede ser similar- para cualquier
clase (IgG, IgA, IgN, etc.) o isotipo y puede comprender al menos una cadena
ligera de Kappa o Lambda. En una incorporacion, el cuerpo mimético de EPO
mimética CH1 suprimida o porcion especificada o0 variante comprende un
fragmento variable de cadena pesada IgG, una regién de giro CH2 y CH3 por
ejemplo al menos uno de los isotipos, IgG1, 1gG2, IgG3 o IgG4.

Al menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién
especificada o variante de la invencién une por lo menos un ligando especifico
especificado a por lo menos una proteina, subunidad, fragmento, porcién o
cualquier combinacién de ellos. Al menos un péptido de EPO mimética de por lo
menos un cuerpo mimeético de EPO mimética CH1 suprimida, porcién especificada
o variante de la presente invencion se puede enlazar opcionalmente al menos a un
epitopo ligando especificado del ligando. La unién epftopo puede comprender

cualquier combinacién de por lo menos una secuencia de aminoacidos de al
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menos 1-3 aminodcidos a la porcion especificada entera de los aminoacidos
contiguos de las secuencias seleccionadas del grupo que consiste de un ligando

de proteina, tal como un receptor EPO o una porcién de los mismos.

Tales cuerpos miméticos se pueden preparar uniendo juntos las varias
porciones de la Formula (I) del cuerpo mimético de la EPO mimética CH1
suprimida utilizando técnicas conocidas, preparando y expresando al menos uno
(i. e. uno 0o mas) moléculas de écidcli nucleico que codifican el cuerpo mimético de
EPO mimética CH1 suprimida, utilizando técnicas conocidas de la tecnologla de
DNA recombinante o utilizando cualquier otro método adecuado, tal como sintesis

quimica.

Los cuerpos miméticos que se enlazan a ligandos de proteinas humanos o
receptores y esos que comprenden una regién variable de cadena ligera o pesada
definidas, se puede preparar utilizando métodos adecuados, tales como exhibicion
de fago (Katsube, Y., et al, /nt J Mol. Med, 1 (5). 863-868 (1998)) o métodos que
emplean animales transgénicos, como se conocen en el arte y/o como se
describen aqul. El cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida, porcién
especificada o variante, se puede expresar utilizando acido nucleico codificado o

porcidn de ellos, en una célula huésped adecuada.

Preferiblemente, tales cuerpos miméticos o fragmentos de ellos que se

unen al ligando, pueden unirse a ligandos EPO humanos o receptores con alta
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afinidad (e. g., Kp menos que o igual a cerca de 107 M). Las secuencias de

aminodcidos que son sustancialmente las mismas como se describen Ilas

. secuencias aqul, incluyen secuencias que comprenden sustituciones

conservativas de aminodcidos, como también supresiones de aminoacidos y/o
inserciones. Una sustitucién conservativa de aminoacidos se refiere al reemplazo
de un primer aminoacido por un segundo aminodcido que tiene propiedades
fisicas y/o quimicas (e. g., carga, estructura, polaridad, Hidrofobicidad /
hidrofibilicidad) que son similares a aquellas del primer aminoacido. Sustituciones
conservativas incluye reemplazo de un aminoécido por otro en los siguientes
grupos: lisina (K), arginina ( R) e histidina (H); aspartato (D) y glutamato (E);
asparagina (N), glutamina (Q), serina (S), treonina (T), tirosina (Y), K, R, H, D,
y E; alalina (A), valina (V), leucina (L), isoleucina (l), prolina (P), fenilalanina
(F), triptéfano (W), metionina (M), cistema (C), y glicina (G); F, W,y Y;C, S,y
T.

Cédigos de Aminoécidos

Los aminodcidos para hacer los cuerpos miméticos o porciones
especificadas o variantes de la presente invencién, generaimente se abrevian.
Las designaciones de los aminodcidos se pueden indicar por la designacion del
aminoéacido por su codigo de letra sencilla, nombre, o 3 codén(s) nucledtido como
bien se entiende en el arte (ver Alberis, B, et al., Molecular Biology of The Call,
Third Ed., Garland Publishing Inc., New York, 1994):
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Cdodigo de letra | Cédigo de tres | Nombre Codon(s) de tres

tnica letras nucledtido(s)

A Ala Alanina GCA, GCC, GCG. GCU

C Cys Cisteina UGC, UGU

D Asp ‘Kcido aspartico | GAC, GAU

E Glu Acido Glutamico | GAA, GAG

F Phe Fenilalanina UuC, UuUU

G Gly Glicina GGA, GGC,GGG,GGU

H His Histidina CAC,CAU

I lle Isoleucinia AUA, AUC,AUU

Lys Lisina AAA, AAG

L Leu Leucina UUA,UUG,CUA,
CUC,CUG,CUU

M Met Metionina AUG

N Asn Asparagina AAC AAU

P Pro Prolina CCA, CCC,CCG,CCU

Q Gin Glutamina CAA,CAG

R Arg Arginina AGAAGG, CGA,CGC,
CGG, CGU

S Ser Serina AGC,AGU,UCA,UCC,UCG,
ucu
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T Thr Treonina ACA, ACC, ACG, ACU
Vv Val Valina GUA, GUC,GUG,GUU
w Trp Triptéfano UGG

Y Tyr Tiroaina UAC, UAU

Un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcion especificado o
variada de la presente invencion puede incluir uno 0 més sustituciones de
aminodcidos, supresiones © adiciones ya sea de mutaciones naturales o

manipulacién humana, como se especifica aqul.

Desde luego, el nimero de sustituciones de aminoacidos para una persona
versada en e! arte, deberd depender muchos factores incluyendo aquellos
descritos anteriormente. Generalmente hablando, el nimero de sustituciones de
aminoéacidos, inserciones o supresiones de por 1o menos cuerpo mimético de EPO
mimética CH1 suprimida no serd méas de 40, 30, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12,
11,10, 9,8,7,6, 5, 4, 3, 2, 1 amino4cidos, tales como 1-30 o cualquier rango o

valor entre ellos, como se especifica aqui.

Los aminoéacidos en un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o
porcién especificado o variante de la presente invencion, son esencialmente para
la funcién que se puede identificar por métodos conocidos en el arte, tal como

mutagénesis sitio-dirigida o mutagénesis de tamizado de alanina (e. g. Ausubel,
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supra, Capftulos 8, 15; Cunningham y Wells, Science 244: 1081-1085 (1989)). El
Gltimo procedimiento introduce mutaciones simples de alanina en cada residuo en
la molécula. Las moléculas mutantes resultantes, se ensayan para la actividad
biolégica, tal como, pero no limitadas por lo menos la actividad relacionada con
una protelna, como se especifica aqui o0 como se conoce en el arte. Los sitios que
son criticos para el cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcion
especificado o variante unidas, se puede identificar también por anélisis estructural
tales como cristalizacién, resonancia magnética o marcacion de foto-afinidad
(Smith, et al..J Mol. Biol.224-899-904(1992) de Vos, et al .,.Science 255:306-
612(1992)

Los cuerpos miméticos o porciones especificadas o variantes de la presente
invencién, pueden comprender la porcidon Pep de la Férmula (l), pero no esta
limitado a por lo menos una porcién, secuencia 0 combinacion seleccionada desde
3 a todo de por lo menos una de SEQ ID MOS: 1-42. Variantes no limitantes que
pueden mejorar o mantener por lo menos una de las actividades listadas antes
incluyen, pero no se limitan a cualquiera de los polipéptidos anteriores, ademas
comprenden por lo menos una mutacion comespondients a por lo menos una
sustitucion, insercién o supresion que no afecta significativamente las actividades
biolégicas adecuadas o funciones de dicho cuerpo mimético de EPO mimética

CH1 suprimida.
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Un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién
especificado o variante puede ademas comprender opcionalmente al menos una
porcién funcional de por lo menos un polipéptido como porcién Pep de Férmula ([)
al menos uno de 80-100% de SEQ ID NOS: 1-42. Un cuerpo mimético de EPO
mimética CH1 suprimida puede opcionaimente ademas comprender una
secuencia de aminoacidos para la porcién Pep de la Formula (l), seleccionada de

uno o mas de SEQ ID NOS: 1-42.

En una incorporacion, la secuencia de aminoacidos Pep, o porcion de ellos,
tiene una identidad (cercana 80-100% (i.e.,90, 91, 92, 93, 84,95, 96, 97, 98, 99,
100 o cualquier intervalo o valor de elios) a la comespondiente secuencia de
aminoécidos de la porcién comespondiente de por lo menos uno de SEQ ID NOS:
1-42. Preferiblemente, una identidad de amino4cidos 80-100% ((i.e.,90, 91, 92,
93, 84,95, 96, 97, 98, 99, 100 o cualquier rango o cualquier valor de ellos), se
determina utilizando un algoritmo adecuado de computador, como se conoce en el

arte.

Los cuerpos miméticos o porciones especificadas o variantes de la presente
invencién, pueden comprender cualquier nimero de residuos de aminoacidos
contiguos desde un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién
especificado o variante de la presente invencién, donde este nimero se
selecciona de un grupo de enteros que consiste desde 10-100% del nimero de

residuos contiguos en un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida.
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Opcionailmente, esta secuencia de aminoécidos contiguos es de por lo menos
cercade 2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,1,3,14,15,18,17,18,19,20,21,22,23 24,25,26,27
28,29,30,40,50,60,70,80,90,100,720,730,140,150,160,,170,180,1980,200,210,
220,230,240,250 o mas aminoéacidos en longitud, o cualquier intervalo o valor de
ellos. Ademds, el nimero de tales secuencias, puede ser un entero seleccionado
de un grupo que «consiste de 1 a 20, y por lo menos

2,3456,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20 , o mas.

Como aquellos versados apreciardn, la presente invencién incluye por lo
menos de un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida biolégicamente
activo o porcién especificada o variante de la presente invencién. Los cuerpos
miméticos biolégicamente activos o porciones especificadas o variantes, tienen
una actividad especifica de por lo menos 20%, 30% o 40%, y preferiblemente al
menos 50%, 60%, o 70%, y mas preferiblemente al menos 80%, 90% o 85%-
100% del nativo (no sintético), endégeno o relacionada e insertado conocido o
proteina fusionada o porcién especificada o variante. L.os métodos de ensayo y
medidas de cuantificacion de la actividad enzimatica y especificidad del sustrato,

son bien conocidas por aquellos versados en el arte.

En otro aspecto, la invencidn relaciona los cuerpos miméticos humanos y
fragmentos de unién de ligando, como se escribe aqul, los que se modifican por
unién covalente de una mitad organica. Tal modificacibn puede producir un

cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o fragmento unido al ligando
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con mejoramiento de las propiedades farmacocinéticas (e. 9. aumento del tiempo
de vida media in vivo del suero). La mitad orgénica puede ser un grupo polimérico
hidrofilico ramificado o lineal, grupo de &cidos grasos, 0 grupo de ésteres de
acidos grasos. En incorporaciones particulares, el grupo polimérico hidrofilico,
puede tener un peso molecular de cerca de 800 hasta cerca de 120.000 Daltons y
puede ser un glicol polialcano (e. g. polistilenglicol (PEG), propilenglicol (PPG)),
polimero carbohidrato, polimero aminoacido o polivinil pirrolidona, y el grupo de
éster de Acido graso o acido graso puede comprender desdé cerca de ocho hasta

cerca de cuarenta atomos de carbono.

Los cuerpos miméticos modificados y los fragmentos de unién del ligando
de la invencidn, pueden comprender uno 0 mas mitades organicas que estan
enlazados covalentemente, directa o indirectamente, al cuerpo mimético de EPO
mimética CH1 suprimida o porcién especificada o variante. Cada medio organico
que estd enlazado a un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o
fragmento unido al ligando de la invencién, puede ser independiente un grupo
polimérico hidrofilico, un.grupo de acido graso o un grupo de éster de 4cido graso.
Como se usa aqul, el término “4cido graso®” abarca acidos monocarboxilicos y
écidos dicarboxllicos. Un “grupo hidrofilico polimérico® como el término que se
usa aqui, se refiere a un polimero orgénico que es mas soluble en agua que en
octano. Por ejemplo, la polilisina es mas soluble en agua que en octano. Por lo
tanto, hubo un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida modificada por

una unién covalente de polilisina, esta abarcada por la invencién. Los polimeros
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hidrofilicos adecuados para cuerpos miméticos modificados de la invencion,
pueden ser lineales o ramificados e incluyen, por ejemplo, polialcanos glicoles (e.
g. PEG, monoetoxi-polietileno glicol (mPEG), PPG y similares), carbohidratos (e.
g., dextrano, celulosa, oligosacaridos, polisacdridos y similares), polimeros de
aminoéacidos hidrofilicos (e. g., polilisina, poliarginina, poliaspartato y similares),
oxidos de polialcano (e. g., polietileno éxido, polipropileno éxido y similares) y
polivinil pirrolidona. Preferiblemente el polimero hidrofllico que modifica que el
cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida de la invencién, tiene un peso
molecular de cerca de 800 a cerca de 150.000 Daltons, como entidad molecular
separada. Por ejemplo, PEGasoo, PEGso00, PEG7s00, PEGeono, PEG1000 PRG125000
AND PEG29 000 donde el subscrito es el peso molecular promedio del polimero en

Daltons que se puede utilizar.

El grupo polimérico hidrofilico se puede sustituir con uno a cerca de seis
alquilos o grupos de ésteres de acidos grasos o acidos grasos. Los polimeros
hidrofllicos que se sustituyen con grupos de ésteres de édcidos grasos o acidos
grasos, se pueden preparar empleando métodos adecuados. Por ejemplo, un
polimero que comprende un grupo amino, se puede acoplar al carboxilato del
acido graso o del éster del 4cido graso y un carboxilato activado (e. g., activado
con N,N-carbonil diimidazol) sobre un écido graso o un éster de acido graso se

puede acoplar a un grupo hidroxilo sobre un polimero.

CEN0311 65



10

15

20

Los acidos grasos y los ésteres de acidos grasos adecuados para modificar
los cuerpos miméticos de la invencién, pueden ser saturados o pueden contener
una o mas unidades de instauraciéon. Los acidos grasos que son adecuados para
la modificacién de cuerpos miméticos de la invencién incluyen, por ejemplo, n-
dodecanoato (Ci2, laurato), n-tetradecanoato (Ci4, miristato), n-octadecanoato
(Cs, estearato), n-eicosancato (Cz, araquidato), n-docosanocato (Ca2,

behenato), n-triacontanoato (Csg), n-tetracontanoato (Cs), cis-AS9-octadecanoato

(Cts, oOleato), todos los cis-A5,8,11,14-eicosatetraenocato (Cao, araquidonato),
acido octanodioico, acido tetra decanodidico, acido octadecanodioico, écido
docosanedioico, y similares. Esteres de acidos adecuados, incluyen monoésteres
de acidos dicarboxllicos que comprenden grupos alquilicos pequefios lineales o
ramificados, el grupo alqullico pequefio puede comprender desde uno hasta cerca

de doce, preferiblemente de uno a seis 4tomos de carbono.

Los cuerpos miméticos modificados humanos y los fragmentos de unién al
ligando, se pueden preparar utilizando métodos adecuados, tales como reaccién
con uno o mas agentes modificantes. Un "agente modificante® como el término
que se usa aqul, se refiere a un grupo organico adecuado (e. g., un polimero
hidrofilico, un acido graso, un éster de acido graso) que comprende un agente
activador. Un “grupo activador”, es un medio quimico o grupo funcional que
puede, bajo condiciones apropiadas, reaccionar con un segundo grupo quimico y

formar entonces, un grupo covaiente entre el agente modificador y el segundo
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grupo quimico. Por ejemplo, grupos activadores amino_raaclivos incluyen grupos
electrofllicos como tosilato, mesilato, halo (cloro, bromo, flior, yodo), N-
hidroxisuccinidimil maleimida, yodoacetil, acrilolil, piridil disulfuros, &cido 5-tiol-2-
nitrobenzoico tiol (TNB-tiol) y similares. Un grupo funcional aldehido se puede
acoplar a moléculas que contienen amina o hidrazida, un grupo azida puede
reaccionar con un grupo fésforo trivalente para formar fosforamidato o uniones
fosforimida. Métodos adecuados para introducir grupos activadores en moléculas
se conocen en el arte (ver por ejemplo, Hermanson, G T., Bioconjugate
techniques, academic press: San Diego CA (19986). Un grupo activador se puede
enlazar directamente al grupo orgénico (e.g., polimero hidrofilito, dcido graso,
Ester de 4cido graso), o a través de un medio de unién, por ejemplo t;n grupo
divalente C,-C12 donde uno o mas atomos de carbono se pueden remplazar por
un heteroatomo tal como oxigeno, nitrégeno o azufre. Medios de unién adecuados
incluyen por ejemplo, tetraetilenglicol, - (CHz)s-,-NH-(CHz)g-NH-,-(CH2)2-NH-y —
CH2-0O-CH2-CH2-O-CH2-CH>-O-CH-NH-. Agentes modificadores que comprenden
un medio de unién se pueden producir, por ejemplo por reaccién de mono-Boc-
Alquildiamina (e.g., mono-Boc-etilendiamina, mono-Boc-diaminohexano) con un
4cido graso en la presencia de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimina (EDC)
para formar un enlace amida entre la amina libre y el carboxilato de acido graso. El
grupo protector Boc se puede remover del producto por tratamiento con acido
trifluroacético (TFA), para exponer una amina primaria que se puede acoplar a otro
carboxilato como se describe, 0 puede reaccionar con anhidrido maléico

resultando un producto ciclizado para producir un derivado maleimido activado del
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acido graso (ver por ejemplo, Thompson, et al, WO 92/16221 las ensefianzas

completas las cuales se incorporan aqul por referencia).

Los cuerpos miméticos modificados de la invencién se pueden producir por
reaccién de cuerpos miméticos de EPO mimética CH1 suprimida o fragmento de
unién de ligando con un agente modificador. Por ejemplo, los medios organicos se
pueden enlazar al cuerpo mimeético de EPO mimética CH1 suprimida de una
manera no especifica para el sitio empleando un agents modificador amino-
reactivo, por ejemplo un Ester NHS de PEG. Los cuerpos miméticos humanos
modificados o fragmentos de unién de ligando se pueden preparar por reduccion
de enlaces disulfuro (e.g., enlaces de disulfuro entre la cadena) de un cuerpo
mimético de EPO mimética CH1 suprimida o un fragmento de unién de ligando. El
cuerpo mimético reducido de EPO mimética de CH1 suprimida o el fragmento de
unién de ligando puede entonces hacerse reaccionar con un agente modificador
tiol-reactivo para producir el cuerpo modificado mimético de EPO mimética CH1
suprimida de la invencién. Los cuerpos miméticos modificados humanos y los
fragmentos de unién de ligando comprenden un medio organico que esta enlazado
a sitios especlficos de un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o una
porcién especificada o variante de la presente dimensién puede ser preparada
utiizando métodos adecuados, tal como una protedlisis. ((Fisch et al.,
Bioconjugate Chem., 3:147-153 (1892) et al., Bioconjugate Chem., 5:411-417
(1994);kumaran et al., Protein Sci 6(10):2233-2241 (1897); Itoh et al,,
Bioorg.Chem.,24(1): 58-68 (1998);Capellas et al., Bioeng., 56(4):456- 463(1997), y
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los métodos descritos en Hermanson, G. T., Bioconjugate Techniques, Academia
Press: San Diego, C.A. (1996).

COMPOSICIONES DE CUERPO MIMETICO DE EPO MIMETICA CH1
SUPRIMIDA

La presente invencién también proporciona por lo menos un cuerpo
mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién especificada o composicién
variante que comprende por lo menos uno, por io menos dos, por lo menos l:as:
por lo menos cuatro, por o menos cinco, por lo menos seis 0 mas cuerpos
miméticos o porciones especificadas o variantes de ellas, como se describe aqui
y/o como se conoce en el arte que son proporcionadas en una composicion que
no ocurre naturaimente, mezcla o forma. Tales porcentajes de composicién son en
peso, volumen, concentracién, molaridad o molalidad como liquido o soluciones
secas, mezclas, suspensién, emulsiones o coloides, como se conocen en el arte o

como se describen aqul.

Tales composiciones pueden comprender 0.00001-99.9899 por ciento en
peso, en volumen, concentracién, molaridad, o molalidad como liquido, gas, o
soluciones secas, mezclas, suspension, emulsiones o coloides, como se conoce
en el arte o como se escribe aquli, o en cualquier intervalo o valor tales como pero
no limitados a 0.00001, 0.00003, 0.00005, 0.0001, 0.0003, 0.0005, 0.0009, 0.001,
0.003, 0.005, 0.009, 0.01, 0.02, 0.03, 0.05, 0.08, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5,0.6, 0.7, 0.8,
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09,1.0,11,12,13,14,15,16,1.7,1.8,1.9,19,2.0, 21,22, 2.3, 24, 2.5, 2.6,
27,28,29,3.0,31,3.2,3.3,34,35,36,3.7,3.8,3.9,40,4.1,42,43,44, 45,
46,47,48,4.9,5,6,7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 85, 70, 71,
7273,74,75,768,77, 78, 79 , 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93,
94, 95,06, 97, 08, 00.199.2, 986.3, 89.4, 88.5, 996, 99.7, 99.8, 99.6% . tales
composiciones de la presente invencién incluyen entonces pero no se limitan a

0.00001-100 mg/ml y/o 0.00001-100 mg/g.

La composicion puede opcionalmente ademas comprender una cantidad
efectiva de por lo menos un compuesto o proteina seleccionada de por lo menos
un medicamento anti-infeccioso, un medicamento del sistema cardiovascular (CV),
un medicamento del sistema nervioso central (CNS), un medicamento del sistema
nervioso autondmo (SNA), un medicamento de! tracto respiratorio, un
medicamento del tracto gastrointestinal (Gl), un medicamento hormonal, un
medicamento para fluidos o balance electrolitico, un medicamento hematolégico,
uno anti-neoplasico, un medicamento de inmunomodulacién, un oftaimico,
medicamento 6tico o nasal, un medicamento tépico, un medicamento nutricional o
similares. Tales medicamentos son bien conocidos en el arte, incluyendo
formulaciones, indicaciones, dosificacion y administracién para cada uno de los
presentados aqul (ver; e,g., Nursing 2001 Handbook of Drugs, 21* Edition,
Springhouse corp., Springhouse, PA,2011; Healt Professional's Drug Guide
2001,ed.,.Shannon. Wilson Stang, Pretince-Hall, Inc. Upper Saddie River, NJ;
Pharmacotherapy Handbook; Wells et al.,ed., Appleton & Lange, Stanford, CT,
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cada uno completamente incorporado aqul por referencia). El medicamento anti-
infeccioso puede ser por lo menos uno seleccionado de amebicidas o por lo
menos uno antiprotozoos, antihelmintico, antimicéticos, antimalaria,
antituberculosis o al menos uno antileproso, aminoglicésidos, penicilinas,
cefalosporinas, tetraciclinas, sulfonamidas, fluoroquinolonas, antivirales, anti-
infecciosos macrélidos, anti-infecciosos miscelaneos. El medicamento CV puede
ser por lo menos uno seleccionado de inotrépico, antiarritmico, antiangina,
antihipertensivos, antilipémicos, medicamentos misceldneos cardiovasculares. El
medicamento del CNS puede ser por lo menos uno seleccionado de analgésicos
no narcéticos o por lo menos uno seleccionado de antipiréticos, medicamentos
anti-inflamatorios no esteroides, narcéticos o por lo menos un analgésico opioide,
hipnético-sedativo, anticonvulsionante, antidepresivos, medicamentos
antiansiedad, antisicdticos, estimulantes del sistema nervioso central,
antiparkinsonianos, medicamentos del sistema nervioso central misceldneo el
medicamento ANS puede ser por lo menos uno seleccionado de colinérgico
(parasimpaticomimeéticos), anticolinérgico, adrenérgicos (simpaticomiméticos),
bloqueadores adrenérgicos (simpatoliticos), relajantes del muisculo esquelético,
bloqueadores neuromusculares. El medicamento del tracto respiratorio puede ser
al menos uno seleccionado de antihistaminas, broncodilatadores, expectorantes o
por lo menos uno de los antitusivos, medicamentos respiratorios miscelédneos. El
medicamento del tracto Gl puede ser por lo menos uno seleccionado de antidcidos
o por lo menos uno de los adsorbentes o por lo menos uno de los antiflatulentos,

enzimas digestivas o por lo menos un o de los solubilizadores de célculos biliares,
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antidiarreicos, laxantes, antieméticos, medicamentos anti-uicerosos. EI
medicamentoc hommonal puede ser por lo menos uno seleccionado de
corticosteroides, andrégenos o por lo menos uno de los esteroide anabdlicos,
estrdgenos o por lo menos uno de progestinas, gonadotropina, medicamentos
antidiabéticos o por lo menos uno glucagén, hormona tiroidea, antagonistas de la
hormona tiroidea , hormonas de la pituitaria, medicamentos como los
paratifoideos, el medicamento para fluido y balance electrolitico puede ser por lo
menos uno seleccionado de diuréticos, electrolitos o al menos una de las
soluciones de reemplazo, acidificantes 0 al menos uno de los alcalinizantes. El
medicamento hematolégico puede ser al menos uno seleccionado de hematinicos,
anticoagulantes, derivados de la sangre, enzimas trombollticas. Los
antineoplasicos puede ser por lo menos uno seleccionados de medicamentos
alquilantes, antimetabdlicos, antineopldsicos antibiéticos, antineoplasicos que
alteran el balance hormonal, antineoplasicos miscelaneos. E| medicamento de
inmunomodulacibn puede ser por lo menos uno seleccionado de
inmunodepresivos, vacunas o por io menos uno de los toxoides, antitoxinas o al
menos antivaricosos, inmune a los sueros, modificadores de la respuesta
biolégica. Los medicamentos oftaimico, ético y nasal puede ser al menos uno de
ellos seleccionado de anti-infecciosos oftalmicos, anti-inflamatorios oftdimicos,
miéticos, midriaticos, vasoconstrictores oftalmicos, oftdlmicos misceldneos, 6ticos
y medicamentos nasales. El medicamento tdpico puede ser por lo menos uno
seleccionado de anti-infecciosos locales, escabicidas o por lo menos pediculicidas,

corticoides toépicos. El medicamento nutricional puede ser al menos uno
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seleccionado de vitaminas, minerales o caldricos. Ver, e.g. contenido de Nursing

2001 Drug Handbook, supra.

Por lo menos un amebicida o antiprotoazoario se puede seleccionar de
atovacuona clorhidrato de cloroquina, fosfato de cloroquina, metronidazol,
clorhidrato de metronidazol, isetionato de pentamidina. Por lo menos un
antihelmintico que puede ser seleccionado de mebendazol, pamoato de pirantelo,
tiabendazol. Al menos un antifiingico puede ser al menos seleccionado de
anfotericina B, complejo anfotericina B colesteril sulfato, complejo anfotericina B
lipido, anfotericina B liposomal, fluconazol, flucitosina, griseofulvina microtamafio,
griseofulvina ultramicrotamafio, itraconazol, ketoconazol, nistatina, clohidrato de
terbinafina. Al menos un antimalérico, al menos uno seleccionado de clorhidrato
de cloroquina, fosfato de cloroquina, doxiciclina, sulfato de hidroxicloroquina,
clorhidrato de mefloquina, fosfato de primaquina, pirimetamina, pirimetamina con
sulfadoxina. Al menos un antituberculoso o antileproso que puede ser al menos
uno seleccionado de clofazimina, cicloserina, dapsona, clorhidrato de etambutol,
isoniazida, pirazinamida, rifabutina, rifampin, rifapentina, sulfato de estreptomicina.
Al menos un aminoglicésido que puede ser al menos uno seleccionado de sulfato
de amikacina, sulfato de gentamicina, sulfato de neomicina, sulfato de
estreptomicina, sulfato de tobramicina. Por lo menos una penicilina que puede ser
al menos una seleccionada de amoxicilina / clavulanato de potasio, amoxicilina
trihidrato, ampicilina, ampicilina sédica, ampicilina trihidrato, ampicilina sodica/

sulbactam sddico, cloxacilina sédica, dicloxacilina sddica, mezlocilina sédica,
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nafcilina sédica, oxacilina sédica, penicilina G benzatina, penicilina G potéasica,
penicilin-a G procaina, penicilina G sédica, penicilina V potasica, piperacilina
sbdica, piperacilina sddica / tazobactam sddico, ticarcilina disddica, ticarcilina
disédica / clavulanato potdsico. Al menos una cefalosporina que se puede
seleccionar de por lo menos de cefaclor, cefadroxil, cefazolina sodica, cefdinir,
cefepima clohidrato, cefixima, cefmetazol sédico, cefonicida sédica, cefoperazona
sodica, cefotaxime s6dico, cefotetan distdico, cefoxitin sddico, cefpodoxima
proxetil, cefprozil, ceftazidima, ceftibuten, ceftizoxima sddica, ceftriaxona sédica,
cefuroxima axetil, cefuroxima de sodio, cefalexina clorhidrato, cefalexina
monohidrato, cefradina, loracarbef. Al menos una tetraciclina que puede ser al
menos una seleccionada de clorhidrato de demeclociclina, doxiciclina de calcio,
doxiciclina hiclato, clohidrato de doxiciclina, doxiciclina monohidrato, minociclina
clorhidrato, clorhidrato de tetraciclina. Al menos una sulfonamida que puede ser al
menos una seleccionada de co-trimoxazol, sulfadiazina, sulfametoxazol,
sulfisoxazol, sulfisoxazol acetil. Al menos una fluoréquinolona que puede ser al
menos una seleccionada de alatrofioxacina mesilato, ciprofloxacina, enoxacina,
levofioxacina, lomefloxacina clorhidrato, acido nalidixico, norfloxacina, ofloxacina,
esparfloxacina, trovafloxacina mesilato. Al menos una fluoroquinolona que puede
sor al menos una seleccionada de alatrofloxacina mesilato, ciprofloxacina,
enoxacina, levofloxacina, lomefloxacina clorhidrato, acido nalidixico, norfloxacina,
ofloxacina, esparfloxacina, trovafloxacina mesilato. Al menos un antiviral que
puede ser por lo menos uno seleccionado de abacavir sulfato, aciclovir de sodio,

amantadina clorhidrato, amprenavir, cidofovir, delavirdina mesilato, didanosina,
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efavirenz, faniciclovir, fomivirsen de sodio, foscarnet de sodio, ganciclovir, indinavir
sulfato, lamivudina, lamivudina / zidovudina, nelfinavir mesilato, nevirapina,
oseltamivir fosfato, ribavirina, clorhidrato de rimantadina, ritonavir, saquinavir,
saquinavir mesilato, estavudina, valaciclovir clohidrato, zalcitabina, zanamivir,
zidovudina. Al menos un anti-infeccioso macrolinea que puede ser al menos uno
seleccionado de azitromicina, claritromicina, diritromicina, eritromicina base,
eritromicina estolato, eritromicina etilsuccinato eritromicina lactobionato,
eritromicina estearato. Al menos un anti-infeccioso miscelaneo que puede ser al
menos uno seleccionado de aztreonam, bacitracin, cloramfenicol sodio succinato,
clindamicin clorhidrato, clindamicin palmitato clorhidrato, clindamicin fosfato,
imipenem y cilastalina de sodio, meropenem, macrocristales de nitrofurantoina,
microcristales de nitrofurantoina, quinopristin / dalfopristin, espectinomicina
clorhidrato, trimetropin, clorhidrato de vancomicina (ver, e. g.. pp 24-214 de
Nursing 2001 Drug Handbook).

Al menos un inotrépico que puede ser al menos uno seleccionado de
amrinona lactato, digoxina, milrinona lactato. Al menos un anti-arritmico que
puede ser por lo menos uno seleccionado de adenosina, clorhidrato amiodarona,
sulfato de atropina, tosilato de bretilio, clorhidrato diltiazemdisopiramida,
disopiramida fosfato, clorhidrato de smolol, acetato de flecainida, fumarato de
ibutilido, clorhidrato de lidocaina, clorhidrato de mexiletina, clorhidrato de
moricizina, fenitoina, fenitoina sédica, clorhidrato de procainamida, clorhidrato de

propafenona, clorhidrato de propanolol, bisulfato de quinidina, gluconato de
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quinidina, poligalactreronato de quinidina, sulfato de quinidina, sotalol, clorhidrato
de tocainida, clorhidrato de verapamilo. Al menos un antiangina que puede ser
por lo menos uno seleccionado de amlodipidina besilato, amil nitrato, clorhidrato
de bepridil, clorhidrato de diltiazem, dinitrato de isosorbide, mononitrato de
isosorbide, nadolol, clorhidrato de nicardipina, nifedipina, nitroglicerina, clorhidrato
de propanolol, veparamilo, clorhidrato de veparamilo. Al menos un
antihipertensivo que puede ser por lo menos uno seleccionado de clorhidrato de
acebutolol, besilato de amlodipina, atenolol, benazepril clorhidrato, betaxolol
clorhidrato, fumarato de bisoprolol, cilexetil candesartdn captopril, clorhidrato de
carteolol, carvedilol, clonidina, clorhidrato de clonidina, diazoxido, clorhidrato de
diltiazem, mexilato de doxazosina, enalaprilat, maleato de enalapril, eprosartan
mesilato, felodipina, fenoldopam mesilato, fosinoprii de sodio, acetato de
guanabenz, sulfato de guanadrel, clorhidrato de guanfacina, clorhidrato de
hidralazina, irbesartan, isradipina, clorhidrato de labetalol, lisinopril, losartan
potasico, metildopa, clorhidrato de metildopa, succinato de metoprolol, tartrato de
metoprolol, minodixil, clorhidrato de moexipril, nadolol, clorhidrato de nicardipina,
nifedipina, nisaldipina, nitroprusiato sédico, sulfato de penbutolol, perindopril
erbumina, mesilato de fentolamina, pindolol, clorhidrato de prazosina, clorhidrato
de propanolol, clorhidrato de quinapril, ramipril, telmisartan, clorhidrato de
terazosina, maleato de timolol, trandolapril, valsartan, clorhidrato de verapamilo.
Al menos un antilipémico que puede ser al menos uno seleccionado de
atorvastatina de calcio, cerivastatina de sodio, colestiramina, clorhidrato de

colestipol, fenofibrato micronizado, fluvastatina de sodio, gemfibrozil, lovastatina,
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niacina, pravastatina de sodio, simvastatina. Al menos un medicamento
misceléneo CV que puede ser al menos uno seleccionado de abciximab,
alprostadil, arbutamina clorhidrato cilostazol, clopidogrel bisulfato, dipiridamol,
heptifibatida, midodrina clorhidrato, pentoxifilina, ticlopidina clorhidrato, tirofiban
clorhidrato (ver, e. g., pp 215-336 de Nursing 2001 Drug Handbook).

Por lo menos un analgésico no narcético o antipirético que puede ser por lo
menos seleccionado de acetaminofén, aspirina, colina magnesio trisalicilato,
diflunisal, salicilato de magnesio. Por lo menos un medicamento antiinflamatorio
no esteroidal que puede ser por lo meno; uno seleccionado de celecoxib,
diclofenac de potasio, diclofenac sédico, etodolac, fenoprofen caicico, flurbiprofen,
ibuprofeno, indometacina, indometacina de sodio frihidrato, ketoprofen, ketorolac
trometamina, nabometona, naproxeno, naproxeno sédico, oxaprozina, piroxicam,
rofecoxib, sulindac. Por io menos un analgésico narcético u opiode que puede ser
por lo menos uno seleccionado de alfentamil clorhidrato, buprenorfina clorhidrato,
butorfanol tartrato, codeina fosfato, codeina sulfato, fentamil citrato, sistema
fentamil transdérmico, fentamil transmucosa, hidromorfona clorhidrato, meperidina
clorhidrato, metadona clorhidrato, morfina clorhidrato, morfina sutfato, morfina
tartrato, nalbufina clorhidrato, oxicodona clorhidrato, oxicodona pectinato,
oximorfona clorhidrato, pentazocina clorhidrato, pentazocina clorhidrato y naloxona
clorhidrato, pentazocina lactato, propoxifeno clorhidrato, propoxifeno napsilato,
remifentamil clorhidrato, sufentanil citrato, tramadol clorhidrato. Por lo menos un

hipnético sedativo que puede ser por lo menos uno seleccionado de hidrato de
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cloral, estazolam, flurazepam clorhidrato, pentobarbital, pentobarbital sddico,
fenobarbital sédico, secobarbital sddico, temazepam, ftriazolam, zaleplon,
zolpidem tartrato. Al menos un anticonvulsionante que puede ser por lo menos
uno seleccionado de acetazolamida soédico, carbamazepina, clonazepam,
clorazepato dipotésico, diazepam, divalproex sddico, etosuximidae, fosfenitoina de
sodio, gabapentina, lamotrigina, sulfato de magnesio, fenobarbital, fenobarbital
sodico, fenitoina, fenitoina sodica, lfenitnina sodica (extendida), primidona,
tiagabina clorhidrato, topiramato, valproato sédico, écido valproico. Al menos un
antidepresivo uno por lo menos seleccionado de amitriptilina clorhidrato,
amitriptilina pamoato, amoxapina, bupropion clorhidrato, citalopram bromhidrato,
clamipramina clorhidrato, desipramina clorhidrato, doxepina clorhidrato, fluoxetina
clorhidrato, imipramina clorhidrato, imipramina pamoato, mirtazapina, nefazodona
clorhidrato, nortriptilina clorhidrato, paroxetina clorhidrato, fenelsina sulfato,
sertralina clorhidrato, tranilcipromina sulfato, trimipramina maleato, venlafaxina
clorhidrato. Al menos un medicamento amtiansiedad que puede ser por lo menos
uno seleccionado de alprazalam, buspirona clorhidrato, clordiazepoxido
clorhidrato, clorazepato dipotasico, diazepam, doxepina clorhidrato, hidroxizina
embonato, hidroxizina clorhidrato, hidroxizina pamoato, lorazepam, mefrobamato,
midazolam clorhidrato, oxazepam. Por lo menos un medicamento antimicético
que puede ser al menos uno seleccionado de clorpromazina clorhidrato, clozapina,
flufenazina decanoato, fluefenazina enantato, flufenazina clorhidrato, haloperidol,
haloperidol decanoato, haloperidol lactato, loxapina clorhidrato, loxapina succinato,

mesoridazina besilato, molindona clorhidrato, olanzapina, perfenazina, pimozida,
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proclorperazina, quetiapina fumarato, risperidona, tiaridazina clorhidrato, tiotixeno,
tiotixeno clorhidrato, trifluoperazina clorhidrato. Por Io.menos un estimulante del
sistema nervioso central que puede ser por lo menos uno seleccionado de sulfato
de anfetamina, cafeina, dextroamfelamina sulfato, doxapram clorhidrato,
metanfetamina clorhidrato, metilfenidato clorhidrato, modafinil, pemolina,
fentermina clorhidrato. Al menos un antiparkinsoniano que puede ser por lo
menos uno seleccionado de amantadina clorhidrato, benzotropina mesilato,
biperiden clorhidrato, biperiden lactato, bromocriptina mesilato, carbidopa -
levadopa, entacapone, levadopa, pergalida mesilato, pramipexol diclorhidrato,
ropinirola clorhidrato, selegilina clorhidrato, tolcapone, trihexfenidil clorhidrato. Al
menos un medicamento miscelaneo del sistema nervioso central que puede ser
por lo menos uno seleccionado de bupropion clorhidrato, donepezil clorhidrato,
droperidol, fluvoxamina maleato, carbonato de litio, citrato de litio, naratriptan
clorhidrato, nicotina polacrilex, sistema nicotina transdérmica, propofol, rizatriptan
benzoato, sibutramina clorhidrato monohidrato, sumatriptan succinato, tacrina
clorhidrato, zolmitriptan (ver e. g. pp 337 — 530 de Nursing 2001 Drug Handbook).
Al menos un colinérgico (e. g., parasimpatomimético) que puede ser por lo
menos uno seleccionado de betanecol cloruro, edrofonio cloruro, neostigmina
bromuro, neostigmina metilsulfato, fisostigmina salicilato, piridostigmina bromuro.
Al menos un anticolinérgico que puede ser por o menos uno seleccionado de
sulfato de atropina, diciclomina clorhidrato, glicopimrolato, hiosciamina, hiosciamina
suifato, propantelina bromuro, escopolamina, escopolamina butilbromuro,

escopalamina bromhidrato. Al menos un adrenérgico (simpatomimético) que
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puede ser al menos uno seleccionado de dobutamina clorhidrato, dopamina
clorhidrato, metaraminol bitartrato, norepinefrina bitartrato, fenil efedrina
clorhidrato, seudoefedrina clorhidrato, seudoefedrina sulfato. Al menos un
bloqueador adrenérgico (simpatolitico) que puede ser al menos uno seleccionado
de dihidroergotamina mesilato, ergotamina tarirato, metilsergida maleato,
propanolol clorhidrato. Al menos un relajante del misculo esquelético que puede
ser por lo menos uno seleccionado de baclofen, carisoprodol, clorzoxazona,
ciclobenzaprina clorhidrato, dantroleno s6dico, metocarbamol, tizanidina
clorhidrato. Al menos uno de los bloqueadores neuromusculares que se pueden
seleccionar de atracurio besilato, cisatracurio besilato, doxacurio cloruro, mivacurio
cloruro, pancuronio bromuro, pipecuronio bromuro, rapacuronio bromuro,
rocuronio bromuro, succinil colina cloruro, tubocurarina cloruro, vecuranio bromuro

(ver, e, g., pp 531 — 84 de Nursing 2001 Drug Handbook).

Al menos una histamina seleccionada de bromfeniramina maleatto,
clorhidrato de cetrizina, maleato de clorfeniramina, fumarato de clemastina,
clorhidrato de ciproheptadina, clorhidrato de difenhidramina, clorhidrato de
fexofenadina, loratadina, clorhidrato de prometazina, teoclato de prometazina,
clorhidrato de tripolidina. Al menos uno de los broncodilatadores se puede
seleccionar de albuterol, sulfato de albuterol, aminofinila, sulfato de atropina,
sulfato de efedrina, epinefrina, bitartrato de epinefrina, clorhidrato de epinefrina,
bromuro de ipratropio, isoproterenol, clorhidrato de isoproterenol, sulfato de
isoproterenol, clorhidrato de levalbuterol, sulfato de metaproterenol, oxtrifilina,
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acetato de pirbuterol, xinfoato de salmeterol, sulfato de terbutaina, tecfilina. Al
menos un expectorante o antitusivo se puede seleccionar de benzonatato, fosfato
de codelna, sulfato de codelna, bromhidrato de dextrametorfano, clorhidratro de
difenhidramina, guayafenesina, clorhidrato de hidromorfona. Al menos un
medicamento respiratorio miscelaneo que e puede seleccionar de acetil cisteina,
dipropionato de beclometasona, beractant, budensonida, calfactan, cromolina de
sodio, domasa alfa, epoprostenol sodico, flinisolida, fluticasona propionato,
montelukast sédico, nedocromil sddico, pailvizumab, triamcinolona, aceonida,

zafirlukast, zilebuton (Ver, e.g., pp 585-642 de clorhidrato de

Al menos un antidcido, adsorbentes o antifiatulentos se pueden seleccionar de
carbonato de aluminio, hidroxido de aluminio, carbonato de calcio, magaldriato,
sirfoxido de magnesio, 6xido de magnesio, simeticona, bicarbonato de sodio. Al
menos una enzima digestiva o solubilizadores de calculos biliares seleccionado al
menos de pancreatina, pancrelipasa, ursodiol. Al menos un antidiarreico que
puede ser seleccionado de atapulgita, subsalicilato de bismuto, policarbofil de
calcio, clorhidrato difenoxilato o sulfato de atropina, loperamida, acetato de
octreoida, tintura de opio (alcanforada). Al menos un laxativo que se puede
seleccionar de bisocodil, policarbofil de calcio, cdscara sagrada, extracto fluido
aromatico de céascara sagrada, extracto fluido de cascara sagrada, aceite de
castor, docusato de calcio, docusato de sodio, glicerina, lactulosa, citrato de
magnesio, hidroxido de magnesio, sulfato de magnesio, metil celulosa, aceite

mineral, polietilengicol o solucién electrolitica, sileum, senna, fosfatos de sodio.
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Por lo menos un antiemético que se puede seleccionar de clorhidrato de
clorpromazina, dimenhidrinato, dolasetrébn mesilato, dronabinol, clorhidrato de
ondansetrén, perfenazina, prociorperazina, edisilato de proclorperazina, maleato
de proclorperazina, clorhidrato de prometazina, escopolamina, maleato de
trietiiperazina, clorhidrato de trimetobenzamida,, Al menos un medicamento
antiulceroso que se puede seleccionar de cimetidina, clorhidrato de cimetidina,
famotidina, lansoprazol, misoprostool, nizatidina, coomeprazol, rabeprozol sédico,
citrato de bismuto ranetidina, clorhidrato de ranetidina, sucralfato, (Ver, e.g., pp
643-85 de Nursing 2001 Drug Handbook). Al menos un corticosteroide que puede
ser seleccionado de betametasona, acetato de betametasona o fosfato sddico de
betametasona, acetato de cortisona, dexametasona, acetato de dexametasona,
fosfato sédico de dexametasona, acetato de fludrocortisona, hidrocortisona,
acetato de nidrocortisona, cipionato de hidrocortisona, fosfato sbédico de
hidrocortisona, succinato sddico de hidrocortisona, metil prednisolona, acetato de
prednisolona, succinato sédico de metilprednisolona, prednisolona, acetato de
prednisolona, fosfato sbédico de prednisolona, tebutato de prednisolona,
prednisona, triamcinolona, acetonida de triamcinolona, diacetato de triamcinolona.
Al menos un androgénico o esteroides anabdlicos que se puede seleccionar de
danazol, fluoximesterona, metiltestosterona, decanoato de nandrolona,
fenproipionato de nandrolona, testosterona, cipionato de testosterona, enantato de
testosterona, propionato de testosterona, sistema transdémmico de testosterona. Al
menos un estrébgeno o progestina que se puede seleccionar de estrégenocs

esterificafos, estradiol, cipionato de estradiol, estradiol/ sistema transdémmico de
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acetato de norentindrona, valeriato de estradiol, estrégenos (conjugados),
estropipato, etinil estradiol, etinil estradiol y desogestrel, etinil estradiol y etinodiol
diacetato, etinil estradiol y desogestrel, etinil estradiol y etinodiol diacetato, etinil
estradillo y levonorgestrel, etinil estradiol y norentindrona, etinil estradiol y acetato
de norentidrona, etinil estradiol y norgestimato, etinil estradiol y norgestrel, etinil
estradiol y norentidrona, y acetato y fumarato ferroso, Ievonorgestrel,
medroxiprogesterona acetato, mestranol y norentidrona, norentindrona, acetato de
norentindrona, norgestrel progesterona. Al menos una gonadotropina que se
puede seleccionar de acetato de ganirelix, acetato de gonodoremina, acetato de
histrelina, menotropinas. Al menos un antidiabético o glucagén que se. puede
seleccionar de acarbosa, clorpropamida, glimepirida, glipizida, glucagén, gliburida,
insulinas, clorhidrato de metformina, miglitol, clorhidrato de pioglitazona,
repaglinida, maleato de rosiglitazona, troglitazona. Al menos una hormona tiroidea
que se puede seleccionar de levotriroxina sbdica, liotirorina sddica, liotrix, tiroide.
Al menos un antagonista de la hormona tiroidea que se puede seleccionar de
mietimazol, yodura de potasio, yoduro de potasio (solucién saturada), propil
tiouracil, yodo raidiactivo (yoduro de sodio'l), solucién fuerte de yodo. Al menos
una hormona pituitaria que se puede seleccionar de corticotropina, cosintropina,
acdeta de desmofresina, acetato de leuprolida, repositorio corticotropina,
somatrem,somtropin, vasopresina,. Al menos un medicamento como paratiroideo
que se puede selccionar de calcifediol, calcitonina(thumana), calcitonina{salmén),
calcitriol, dihidrotaquisterol, etidronato disédico. (Ver, e.g., pp. 696-796 de Nursing
2001 Drug Handbook)
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Al menos un diurético que se puede seleccionar de acetazolamida sédica,
clorhidrato de amilorida, bumetanida, clortalidona, etacrinato sédico, acido
etacrinico, furosemida, hidroclorotiazidia, indapamida,manitol, metolazona,
espironolactona, torsemida, triamtereno, Grea. Al menos un electrolito o una
solucién de reemplazo que se puede seleccionar de acetfato de calcio, carbonato
de calcio, cloruro de caicio, citrato de calcio, glubionato de calcio, gluceptato de
calcio, gluconato de calcio, lactato de calcio, fosfato de calcio (dibasico), fosfato de
caicio (tribasico), dextran (alto peso molecular), dextran (bajo peso molecular,
hetalmidén, cloruro de magnesio, sulfato de magnesio, acetato de potasio,
bicarbonato de potasio, cloruro de potasio, gluconato de potasio, inyeccién de
Ringer, inyeccién de Ringer (lactada ),. Cloruro de sodio. Al menos un acidificante
o alcalinizante que puede ser seleccionado de bicarbonato de sodio,lactato de

sodio,trometamina. (ver e.g., pp. 787-833 de Nursing 2001 Drug Handbook).

| Al menos un hematinico que se puede seleccionar de fumarato ferroso,
gluconato ferroso, sulfato ferroso, sulfato ferroso(seco), hiermo dextrano, hierro
sorbitol, complejo polisacarido-hierro, complejo gluconato sddico fémico. Por lo
menos un anticoagulante que se puede seleccionar de ardeparina de sodio,
dalteparina de sodio, danaparoide de sodio, enoxaparina de sodio, heparina de
calcio, heparina de sodio, warfarina de sodio. Por lo menos un derivado sanguineo
se puede seleccionar de albimina 5%, albimina 25%, factor antihemofilico,
complejo antiinhibidor coagulante,antitrombina 1ll (humana), factor IX (humano)

complejo factor IX, fracciones de proteéna de plasma. Por lo menos una enxima
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trobolitica se puede seleccionar de alteplasa, anistreolasa,reteplasa
(recombinante), estreptoquinasa, uroquinasa. (ver e.g., pp 8334-88 de Nursing
2001 Drug Handbook).

Al menos un medicamento alquilante que puede ser seleccionado de busulfan,
carboplatin, carmustina, clorambucil, cisplatin,ciclofosfamida, ifsfamida, iomustina,
mecloretamina clorhidrato, melfalan, clorhidrato de meifalan, estreptocina,
temozolomida, tiokepa. Al memos un antimetabolito que se puede seleccionar de
capesitabin, cladribina, citarabina, floxuiridina, fosfato de fludarbina, flourouracilo,
hidroxiurea, mercaptopurina, metotrexato, metotrexato sadico tioguanina. Al
menos un antibiético antineoplasico que se puede seleccionar de sulfato de
bleomicina, dactinomicina, citrato de daunorubicina liposomal, clorhidrato de
daunorubicina, clorhidrato de doxorubicina, clorhidrato de doxorubicina liposomal,
clorhidrato de epirubicina, clorhidrato de idarubicina, mitomicina, pentostatina,
plicamicina, valrubicina. Al menos un antineoplasico que altere el balance
hormonal se puiede selleccionar de anastrozol, bicalutamida, estramustina, fosfato
disddico, exemestano, flutamida, acetato de goserelina, letrozol, acetato de
leuprolida, acetato de megestrol, nilutamida, citrato de tamoxifen, testolactona,

citrato de toremifeno. Al menos un antineopldsico misceldneo que se puede

seleccionar de asparaginasa, bacilos Calmete-Guerin (BCG) (vida intravesical), -

dacarbazina, docetaxel, etoposide, fosfato de etoposide, gemcitabina clorhidrato,
clorhidrato de irinotecan, mitotane, clorhidrato de mitoxantron, paclitaxel,

pegaspargasa, porfimero de sodio, procarbazina clorhidrato, rituximab,.
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Teniposide, clorhidrato de topotecan, trastuzumab, tretincina, sulfato de
vinblastina, sulfato de vincristina, tartrato de vinorelbina. (Ver, e.g., pp 867-963 de
Nursing 2001Drug Handbook).

Al menos un inmunosupresor que se puede seleccionar de las azatioprina,
basilixdimab, ciclosporina, daclizumab, globulina inmune de linfocito, muromonab-
CD3, mofetiimicofenolato, clorhidrato mofetiimicofenolato, sirolimos, tacrolimos. Al
menos una vacuna o un toxoide que se puede seleccionar de vacuna BCG,
vacuna de la cdlera, difteria y toxoides de tétano (adsorbido) como toxoides de
difteria y tétano y vacuna adsorbida de pertusis acelular, toxoides de difteria y
tétano y vacuna pertusis de célula total, Haeomphilius b vacunas conjugadas,
vacuna de la hepatitis A (inactivada), vacuna de la hepatitis B (recombinante),
vacuna del virus de la influenza 1899-2000 tipos frivalente A y B/antigeno de
siperficie purificada), vacuna del vierus de Ia influenza 1999-2000 tipos trivelente A
y B (subviriébn o subirién purificado), vacuna del virus de la influenza 19992000
tipos trivalente A y B (virién total), vacuna del virus de la encefalitis Japonesa
(inactivado), vacuna de la enfermedad del Lyme (OspA recombinante), vacuna del
virus de la rubéola y helmintos y paperas (vivas), vacuna del virus de heimintos y
paperas y rubéola (atenuada viva), vacuna del virus helmintos (atenuada viva),
vacuna polisacarido meningococo, vacuna del virus de la papera (viva), vacuna de
la plaga, vacuna de neumococo(polivalente), vacuna del virus del polio
(inactivada), vacuna del virus del polio (viva, oral, trivalente), vacuna de la rabia

(adsorbida), vacuna de la rabia (célula diploide humana), toxoide del tétano
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(adsorbido), toxoide del tétano (liquido), vacuna tipoide (oral), vacuna tipoide
(parenteral), vacuna polisacérido tipoide Vi, vacuna del virus de la varicela, vacuna
de la fiebre amarilla. Por lo menos una antitoxina o antivenina seleccionada del
antivenina de |la arafia Viuda Negra, antiveneno de cortalo (polivalente), antitoxina
de la difteria (equina), antivenina Micrurus fulvius ). Por lo menos un suero inmune
se puede seleccionar de globulina inmune del citomegalovirus (intravenosa),
globulina inmune de hepatitis B (humana), globulina inmune intramuscular,
globulina inmune intravenosa, globulina inmune de la rabia (humana), globulina
inmune del virus respiratorio sincitial (humana), globulina inmune Rhy (D)
(humana), globulina inmune Rhg (D) intravenosa (humana), globulina inmune del
tétano (humana), globulina inmune varicela-zoster. Al menos modificadores de
respuesta bioldgica que se pueden seleccionar de aldesleukina, epoetina alfa,
filgrastim, glatiramer acetato para inyeccion, interferon alfa-1, interfreon alfa-2*
(recombinante), interferon alfa-2b (recombinante), interferon beta-1%, interferon
beta-1b (recombinante), interferon gamma-1b, levamisol clorhidrato, oprelvekin,

sargramostin. (Ver e.g., 984-1040 de Nursing 2001 Drug Handbook).

Por lo menos antiinfecciosos oftalmicos que se puede seleccionar de
formas de bacitracina, cloramfenicol, clorhidrato de ciplofloxacina, eritromicina,
sulfato de gentamicina, ofloxacina 0.3%, sulfato de polimixina B, sulfacetamida de
sodio 10%, sulfacetamida de sodio 15%, sulfacetamida de sodio 30%, tobramicina,
vidarabina. Al menos un anti-inflamatorio oftdimico que se puede seleccionar de

dexametasona, fosfato sddico de dexametasona, diclofenac sédico 0.1%,
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fluorometolona, flurbiprofen sbédico, ketorolac ftrometamina, acetato de
prednisolona (suspension), fosfato sddico de prednisolona (solucién). Al menos un
miético que se puede seleccionar de cloruro de acetilo colina, carbacol
(intraocular), carbacol (t6pico), yoduro de ecotiofato, pilocarpina, clorhidrato de
pilocarpina, nitrato de pilocrapina. Al menois un midridtico que se puede
selecciona de sulfato de atropina, clorhidrato de ciclopentolato, clorhidrato de
epinefrina, borato de epinefril, bromidrato de omatropina, clorhidrato de fenilefrina,
bromidrato de escopolamina, tropicamida. Al menos un vaso constrictor oftalmico
que se puede seleccionar de clorhidrato de nanfazolina, clorhidrato de
oximetazolina, clorhidrato de tetrahidrozolina. Al menos un oftdimico misceldneo
que se puede seleccionar de apraclonidina clorhidrato, clorhidrato de betaxolol,
tartrato de brimonidina, clorhidrato de carteolol, clorhidrato de dipivefrin, clorhidrato
de dorsolamida, difumarato de emedastina, fluoresceina sdédica, fumarato de
ketotifen, latanoprost, clorhidrato de levobunolol, clorhidrato de metipranolol,
cloruro de sodio (hipertdnico), timolol maleato. Al menos un 6tico que se puede
seleccionar de 4cido bérico, peroxido de carbamida, cloranfenicol, trietanolamina
polipéptido oleato condensada. Al menos un medicamento nasal que se puede
seleccionar de beclometasona dipropionato, I:.ludesonida. sulfato se efedrina,
clorhidrato de epinefrina, flunisolida, fluticasona propionato, nafazolina clorhidrato,
oximetazolina clorhidrato, clorhidrato de fenilefrina, clorhidrato de tetrahidrozolina,
triamsinolona acetdnido, clorhidrato de xilometazolina (ver, e.g., pp 1041-87 de
Nursing 2001 Drug Handbook).
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Al menos un anti-infeccioso local se puede seleccionar de aciclovir,
anfotericina B, crema de acido azelaiool. bacitracina, nitrato de butoconazol, fosfato
de clindamicina, clotrimazol, nitrato de econazol, eritromicina, sulfato de
gentamicina, ketoconazol, acetato de mafenida, metronidazol (t1épico), nitrato de
miconazol, mupirosina, clorhidrato de naftifina, sulfato de neomicina, nitrafurazona,
nistatina, sulfadiazina de plata, clorhidrato de terbinafina, terconazol, clorhidrato de
tatraciclina, tioconazol, tolnaftato.Al menos un escabicida o pediculicida se puede
seleccionar de crotamiton findano, permetrina, piretrinas. Al menos un
corticosteroide tdpico seleccionado de dipropionato de betametasona, valerato de
betametasona, propionato de clobetasol, desonida, desoximetasona,
dexametasona, fosfato sodico de dexametasona, diacetato de diflorasona,
fluocinolona acetdnido, fluocinonida, flurandrenolida, propionato de fluticasona,
halcionida, hidrocortisona, acetato de hidrocortisona, butirato de hidrocortisona,
valerato de hidrocortisona, furoato de mometasona, triamcinolona, aceténido (ver,

e.g., pp. 1098-1136 de Nursing 2201 Drug Hnadbook).

Por lomenos una vitamina o mineral que se puede seleccionar de vitamina
A, complejo de vitamina B, cianocobalamina, acido félico, hidroxocobalamina,
leucovorina de calcio, niacina, niacinamida, clorhidrato de piridoxina, riboflavina,
clorhidrato de tiamina, vitamina C, vitamina D, colecalciferol, ergocalciferol,
anilogo de vitamina D, doxercalciferol, paricalcitol, vitamina E, andlogo de
vitamina K, fitonadiona, fluoruro de sodio, fluoruro de sodio (t6pico), elementos

traza, cromo, cobre, yodo, manganeso, selenio, zinc. Al menos un calérico que se
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puede seleccionar de infusiones (cristalinas) de aminodcido, infusiones de
aminoécido en dextrosa, infusiones de aminoécido para falla hepdtica, infusiones
de aminodcido con electrdlitos, infusiones de aminoécido con electrélitos en
dextrosa, infusiones de aminoacido para falla hepética, infusiones de aminoacido
para alto estrés metabdlico, infusiones de aminoacido para falla renal, dextrosa,
emuisiones de grasa, triglicéridos de cadena media. (ver, e.g., pp. 113763 de

Nursing 2001 Drug Handbook).

El anticuerpo del cuerpo mimético CH1 suprimido 0 composiciones de
polipéptidos de |la presente invencién, puede ademas comprender por lo menos,
una de cualquier cantidad adecuada y/o efectiva de una composicion o
composicion farmacéutica que comprende al menos una proteina o anticuerpo del
cuerpo mimeético CH1 suprimida a una célula, tejido, 6rgano, animal o paciente en
necesidad de tal modulacién, tratamiento o terapia, opcionaimente ademés
comprende al menos uno de los seleccionados de por lo menos un antagonista
TNF (e. g., pero no limitado a un antagonista quimico o protéico de TNF,
monoclonal TNF o anticuerpo policlonal o fragmento, un receptor TNF soluble (e.
g.. p55, p70, o p85) o fragmento, fusién de polipéptidos de los -mismos. O una
pequefia molécula antagonista de TNF, e. g., una proteina | 6 |l enlazante de TNF
(TBP-1 6 TBP-I) nerelimonmab, infliximab enteracept, CDP-571, CDP-870,
afelimomab, lenercept, y similares), un antirreumdtico (e. g., metotrexato,
auranofin, aurotioglucosa, azatioprina, etanercept, tiomalato sbédico de oro,

hidroxicloroquinona sulfato, leflunomida sulfasalzina, un relajante muscular, un
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narcoético, un medicamento inflamatorio no esteroidal (NSAID), un analgésico, un
anestésico, un sedante, un anestético local, un bloqueador neuromuscular, un
antimicrobiano (e. g., aminoglicésido, un antifingico, un antiparasitario, un
antiviral, un carbapenem, cefalosporina, una flurorquinolona, un macrélido, una
penicilina, una sulfonamida, una tetraciclina otro antimicrobiano), un antisoriatico,
un corticosteroide, un esteroide anabdlico, un agente relacionado con la diabetes,
un mineral, un nutricional, un agente tiroideo, una vitamina, una hormona
relacionada con el calcio, un antidiarréico, un antitusivo, un antiemético, un
antiulceroso, un laxante, un anticoagulante, una ertropoyetina (e.g., epoetina alfa),
una filgrastim (e.g., G - CSF, Neupogen), una sargra-mostm (GM - CSF,
Leuquina), una inmunizacién, una inmunoglobulina, un inmunosupresor (e.g.,
basilidimab, ciclosporina, daclizumab), una homona del crecimiento, un
medicamento de reemplazo de hormona, un modulador de receptor de estrégeno,
un midriatico, un cicloplégico, un agente alquilante, un antimetabolito, un inhibidor
mitético, un radiofarmaco, un antidepresivo, agente antimaniaco, un antisicético,
un ansiolitico, un hipnético, un simpatomimético, un estimulante, donepezil,
tacrina, una medicacidn para asma, un agonista - beta, un esteroide inhalado, un
inhibidor leucotrieno, una metilxantina, una cromolina, una epinefrina o analogo,
dornasa alfa (Pulmozima), una citoquina, o un antagonista de citoquina. Ejemplos
no limitantes de tales citoquinas incluyen pero no se limitan a cualquierade IL-1a
IL - 23. Las dosificaciones adecuadas se conocen bien en el arte. Ver e.g. Wells
et. al, eds., Phammacotherapy Handbook 2%. Edition, Appleton and Lange,
Stamford, CT (2000): PDR Phamacopoeia, Tarascon Pocket Pharmacopoeia
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2000, Deluxe Edition, Tarascon Publishing, Loma Linda, CA (2000), cada una de

las referencias estdn completamente incorporadas aqul por referencia.

Tales composiciones pueden incluir moléculas de toxina que estan asociadas,
enlazadas, co - formuladas o co - administradas con al menos un anticuerpo o
polipéptido de la presente invencién. La toxina puede opcionaimente actuar
selectivaments matando la célula patoldgica o tejido. La célula patoldgica puede
ser un cancer u otra célula. Tales toxinas pueden ser pero no estan limitadas a,
toxinas purificadas o recombinantes o fragmentos de toxinas que comprenden al
menos un dominio citotéxico funcional de toxina, e.g., seleccionada de al menos
uno de ricino, toxina de la difteria, toxina de veneno, 0 una toxina bacteriana. El
témino toxina también incluye ambas endotoxinas y exotoxinas producidas por
cualquier bacteria o virus de ocurrencia natural, recombinante o mutante que
puede causar cualquier condicion patolégica, en humanos y en otros mamiferos,
incluyendo shock de toxina, el cual puede conducir a la muerte. Tales toxinas
pueden incluir, pero no se limitan a enterotoxinas (LT) E. Coli labil al calor
enterotoxigénica, enterotoxina (ST) estable al calor, Shigella citotoxina,
Aeromonas enterotoxinas, sindrome de shock Tdxico Toxina - 1 (TSST - 1),
enterotoxina estafilocécica A (SEA), B (SEB), o C (SEC), enterotoxinas
estreptoctcicas y similares. Tales bacterias incluyen pero no estan limitadas a,
cepas de especies de E. Coli (ETEC) enterotoxigénica, E. Coli enterohemorragica

(e.g. cepas de serotipo 0157: H7), especies de estafilococos (e.g., Staphylococcus

aureus, Staphylococcus pyogenes), especies Shigella (e.g., Shigella dysenteriae,
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Shigella flexneri, Shigella boydii y Shigella sonnei), especies Salmonella (e.g.,
Salmonella typhi, Salmonella cholera-suis, Salmonella enteritidis), especies
Clostridium (e.g., Clostridium perfringens, Clostridium dificile, Clostridium
botulinum), especies Camphlobacter (e.9., Camphlobacter jejuni, Camphlobacter
fetus), especie Heliobacter (e.g., Heliobacter pyloni), especies Aeromonas (e.g.,
Aeromonas sobria, Aeromonas hydrophila, Aeromonas caviae), Pleisomonas
shigelioides, Yersina enterocolitica, especies vibrios (e.g, Vibrios cholerae, Vibrios
pamhemolyticqs), especies Kloebsiella, Pseudomonas aeruginosa, y Streptococci.
Ver, e.g, Stein, ed., INTERNAL MEDICINE, 3% ed ., pp 1-13little, brown and co.,
Boston,(1980), Evans et al., eds., bacterial infections of humans: Epidemiology
and control, 2d. ed., pp 239-254, plenum Medical Book Co., New York (1991);
Mandell et al, principles and practice of infectious Diseases, 3d. ed.,Churchill
Livingstone, New York (1980); Berkow et al, eds., The Merck Manual,16™ edition,
Merck and Co., Rahway, N..J., 1892; Wood et al, FEMS Microbiology Immunology,
76:121-134 (1991); Marrack et al, Science, 248:705-711 (1990), los contenidos de

las referencias se incorporan enteramente aqui por referencia.

El cuerpo mimético EPO mimética CH1 suprimida o porcién especificada o
composiciones variantes de la presente invenciéon pueden ademas comprender al
menos uno de cualquier auxiliar deseable, tal como, pero no limitado a diluyente,
enlazante, estabilizador, amortiguadores, sales, solventes lipofllicos, preservativo,
adyuva‘nte o similares. Auxiliares farmacedticamente aceptables son los

preferidos. Ejemplos no limitantes de, y métodos de preparacién de tales
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soluciones estériles son bien conocidas en el arte, tal como, pero limitadas a
Gennaro, ed., Remington’s Pharmaceutical Sciences 18" Edition, Mack Publishing
Co. (Easton, PA) 1980. Portadores farmacéuticamente aceptables se pueden
seleccionar rutinariamentse los que son adecuados para el modo de administracién,
solubilidad y/o estabilidad de la composicién cuerpo mimético EPO mimética CH1

suprimida, como bien se conoce en el arte o como se describe aqui.

Los excipientes famacéuticos y aditivos (tiles en la presente composicion
incluyen pero no se limitan a proteinas, péptidos, aminoéacidos, lipidos, y
carbohidratos (e.g., azicares, incluyendo monosacaridos, di, fri, tetra y
oligosacéaridos; azcares derivatizados, tales como alditoles, acidos aldénicos,
aztcares esterificados y similares y polisacédridos o polimeros de azlcar), los
cuales estan presente sencillamente 0 en combinacién, comprendiendo solo o0 en
combinacién, 1 - 99,89% en peso o volumen. Excipientes de proteina ejemplares
incluyen albdmina de suero, tal como alblimina recombinante (HSA), gelatina,
caseina y similares. Aminodcidos representativos / cuerpo mimético EPO
mimética CH1 suprimida o porcién especificada o componentes variantes, los
cuales pueden tener también la funcién en una capacidad amortiguadora, incluyen
alanina, glicina, arginina, histidina, betaina, acido glutdmico, acido aspértico,
cisteina, lisina, leucina, isoleucina, valina, metionina, fenilalanina, aspartame y

similares. Un aminodcido preferido es la glicina.
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Los excipientes carbohidrato adecuados para ser usados en la invencion
incluyen por ejemplo monosacaridos, tales como fructosa, maltosa, galactosa,
glucosa, D-manosa, sorbosa y similares; disacéridos, tales como: lactosa, sucrosa,
tetrahalosa, celobiosa y similares; polisacéaridos, tales como rafinosa, melezitosa,
maltodextrinas, dextranos, almidones y similares; y alditoles, tales como manitol,
xilitol, lactitol, xilitol sorbitol (glucitol), mioinositol y similares. Excipientes
carbohidratos preferidos para ser usados en la presente invencién son manitol,

tetrahalosa y rafinosa.

Las composiciones cuerpo mimético EPO mimética CH1 suprimida pueden
también incluir un amortiguador 0 un agente de ajuste del pH; tipicamente, el
amortiguador es una sal preparada de un acido organico o base. Amortiguadores
representativos incluyen sales de acido orgénico, tales como sales de acido
citrico, écido ascorbico, dcido gluconico, acido carbbnico, acido tartdrico, acido
succinico, éacido acético, o acido ftalico; Tris, clorhidrato de trometamina, o
amortiguadores de fosfato.  Amortiguadores preferidos para uso en las
composiciones de la presente invencioén son sales de acidos organicos tales como

citrato.

Adicionaimente el cuerpo mimético EPO mimética CH1 suprimida o porcién
especificada o composiciones variantes de la invencién pueden incluir excipientes
poliméricos / aditivos tales como polivinilpirrolidonas, ficoles (un aztcar

polimérico), dextratos (e.g., ciclodextrinas tales como 2-hidroxipropil - p -
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ciclodextrina), polietilen glicoles, agentes saborizantes, agentes antimicrobianos,
endulzantes, antioxidantes, agentes antiestiticos, surfactantes (e.g., polisorbatos
tal como “TWEEN 20" y "TWEEN 80", lipidos (e.g., fosfolipidos, acidos grasos),

esteroides (e.g., colesterol), y agentes quelantes (e.g., EDTA).

Estos excipientes farmacéuticos adicionales conocidos y/o aditivios
adecuados para usarios en las composiciones cuerpo mimético EPO mimética
CH1 suprimida de acuerdo con la invencién son conocidas en el arte, e.g., se
listan en "Remington: The Science & Practice of Pharmacy” 18" ed. Williams y
Williams, (1985), y en "Physician Desk Reference®” 52 ed. Medical Economics,
Montvale, NJ (1988), divuigaciones que se incorporan totaimente aqul por
referencia. El portador preferido o materiales excipientes son carbohidratos (e.g.,

sacdridos y alditoles) y amortiguadores (e.g., citrato) o agentes poliméricos.

Formulaclones

Como se vio antes, la invencién proporciona para formulaciones estables, las
cuales pueden incluir preferiblemente un amortiguador adecuado con salina o una
sal escogida, como también opcionalmente soluciones preservadas vy
formulaciones que contienen un preservativo como también formulaciones
multiuso preservadas adecuadas para uso fammacéutico o veterinario,
comprendiendo al menos un cuerpo mimético EPO mimética CH1 suprimida o

porcion especificada o variante en una formulacién aceptable farmacéuticamente.
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Las formulaciones preservadas contienen al menos un preservativo conocido u
opcionalmente seleccionado de un grupo que consiste de al menos un fenol, m -
cresol, p — cresol, clorocresol, alcohol bencilico, nitrito de fenilmercurio,
fenoxietanol, formaldehido, clorobutanol, cloruro de magnesio (e.g., hexahidrato),
alquilparabeno (metil, etil, propil, butil y similares), cloruro de benzalconio, cloruro
de benzetonio, dehidroacetato de sodio, y timerosal, o mezclas de ellos en un
diluyente acuoso. Cualquier concentracién adecuada o mezcia se puede usar
como se conoce en el arte, tal como 0,001 - 5%, o cualquier intervalo o valor en él,
tal como, pero no limitado a 0.001, 0.003, 0.005, 0.009, 0.01, 0.02, 0.03, 0.05,
0.08, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4,.,05, 06, 0.7, 0.8, 09, 1.0, 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, 1.6, 1.7,
1.8,18,2.0,21,22,2.3,24,25,286,27,2.8,29, 3.0, 3.1,3.2,3.3, 34, 35,36,
37,38,39, 40,41, 42,43, 44,45, 46, 4.7, 4.8, 4.9 o cualquier intervalo o
valor en é6l. Ejemplos no limitantes incluyen, no preservativo, 0.1 - 2% de m -
cresol (e.g. 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.8, 1.0%) 0.1 - 3% de alcohol bencllico (e.g. 0.5, 0.9,
1.1, 1.5, 1.8, 2.0, 2.5%), 0.001 - 0.5% de timerosal (e.g. 0.005, 0.01), 0.001 - 2%
de fenol (e.g., 0.05, 0.25, 0.28, 0.5, 0.9, 1.0%), 0.0005 - 1.0% de alquilparabeno
(s) (e.g9. 0.00075, 0.0009, 0.001, 0.002, 0.005, 0.0075, 0.009, 0.01, 0.02, 0.05,
0.075, 0.09, 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 0.75, 0.9, 1.0%) y similares.

Como se indicd antes, la invencién proporciona un articulo de manufactura,
comprendiendo un material de empaque y por lo menos un vial que comprende
una solucién de por lo menos un cuerpo mimético EPO mimética CH1 suprimida, o

porcidbn especificada o variante con los amortiguadores prescritos y/o
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preservativos, opcionalmente en un diluyente acuoso, donde dicho material de
empaque comprende un rétulo que indica que tal solucion puede mantenerse
durante un periodo de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 12, 18, 20, 24, 30, 36, 40, 48, 54, 60, 66,
72 horas o mas. La invencién ademés comprende un articulo de manufactura que
comprende material de empaque. Un primer vial que comprende que comprende
liofilizado al menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién
especificada o variante y un segundo vial que comprende un diluyente acuoso de
un amortiguador prescrito o preservativo donde dicho material de empaque
comprende una marca que instruye al paciente para reconstituir el cuerpo
mimético de EPO mimética CH1 Suprimida o porcion especificada o variante en el
diluyente acuoso para formar una solucion que se puede mantener durante un

periodo de 24 horas o mas.

El cuerpo mimético de EPO mimética CH1 Suprimida o porcién especificada
o variante utilizada de acuerdo con la presente invenciéon se puede producir por
medios recombinantes incluyendo preparaciones transgénicas o células de
mamiferos, o se pueden purificar de fuentes biolégicas como se describe aqui o

como se conoce en el arte.

El intervalo de cantidades de por lo menos un cuerpo mimético de EPO
mimética CH1 Suprimida o porcidn especificada o variante en el producto de la
presente invencion incluye cantidades de rendimiento sobre la reconstitucién, si

estd en un sistema himedo/seco, las concentraciones de cerca de 1.0 ug/mL
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hasta cerca de 1000 mg/mL, sin embargo concentraciones més altas 0 mas bajas
son operables y dependientes de la intencién de entrega del vehiculo, e.g., las
formulaciones en solucidon diferiran desde parches trasdérmicos, pulmonares,

transmucosa, u osmoética o métodos de microbomba.

Preferiblemente, el diluyente acuoso ademéas opcionalmente comprende un
preservativo aceptable farmacéuticamente. Este se incluye de los seleccionados
de un grupo que consiste de fenol, m-cresol, p-cresol, o-cresol,clorocresol, alcohol
bencllico, alquilparabeno (metil, etil, propil, buti y similares), clururo de
benzalconio, cloruro de benzetonio, dehiroacetato de sodio timerosal, o mezclas
de ellos. La concentracién de preservativo usada en la formulacién es suficiente
para producir efecto antimicrobiano. Tales concentraciones dependen del

preservativo escogido’y se determinan facilmente por alguien versado en el arte.

Otros excipientes e.g., agentes isotdnicos, amortiguadores, anti-oxidantes,
mejoradores de preservativo se pueden adicionar opcional y preferiblemente al
diluyente. Un agente isotdnico como glicerina cominmente se usa en
concentraciones conocidas. El amortiguador tolerado fisiolégicamente se afiade
preferiblemente para mejorar el control de pH. Las formulaciones pueden estar en
un amplio rango de pHs tal como desde cerca de pH 4 a cerca de pH 10,
intervalos preferidos desde cerca de pH 5 a cerca de pH 8 y en un intervalo més
preferido de cerca de 6.0 a cerca de 8.0. Preferiblemente las formulaciones de la

presente invencién tienen un pH entre cerca de 6.8 y cerca de 7.8. Los
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amortiguadores preferidos incluyen los de fosfato, mas preferiblemente fosfato
sodico, particularmente salina amortiguada de fosfato (PBS).

Otros aditivos tales como solubilizadores aceptables farmacéuticamente
como Tween 20 (polioxietilen (20) sorbitan monolaurato), Tween 40 (polioxietilen
(20) sorbitan monopalmitato), Tween 80 (polioxietilen (20) sobitan monooleato),
Pironicof68 (polioxietilen polioxipropilen bloque de copolimeros), y PEG (polietilen
glicol) o surfactantes no idnicos tales como polisorbato 20 u 80 o poloxamero 184
o 188, plurénico ® polis, otro bloque de copolimeros y quelantes tal como EDTA y
EGTA se pueden adicionar opcionalmente a las formulaciones o composiciones
para reducir la agregacion. Estos aditivos son litiles particularmente si se usa una
bomba o un recipiente plastico para administrar la formulacién. La presencia de

surfactantes aceptables farmacéuticamente mitiga la propensiéon de la proteina a

agregarse.

Las formulaciones de la presente invencién se pueden preparar por un
proceso que comprende mezclar por lo menos un cuerpo mimético de EPO
mimética CH1 suprimida porcién especificada o variante y un preservativo
seleccionado de un grupo que consiste de fenol, m-cresol, p-cresol, o-cresol,
clorocresol, alcohol bencllico, alquilparabeno (metil, etil, propil, butil y similares),
cloruro de benzalconio, cloruro de benzetonio, dehidroacetato de sodio timerosal,
o mezclas de ellos en un diluyente acuoso. La mezcla de por lo menos un cuerpo

mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién especificada o variante y un
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preservativo en un diluyente acuoso se lleva a cabo usando una solucién
convencional y procedimientos de mezcla. Para preparar una formulacién
adecuada, por ejemplo, una cantidad medida de por lo menos un cuerpo mimético
de EPO mimética CH1 Suprimida o porcidn especificada o variante en solucién
amortiguada se combina con el preservativo deseado en una solucién
amortiguadora en cantidades suficientes para proporcionar la proteina y el
preservativo en las concentraciones deseadas. Las variaciones de este proceso
deberan ser reconocidas de ordinario por alguien versado en el arte. Por ejemplo,
el orden en que se adicionan los componentes, si se usan aditivos adicionales, la
temperatura y el pH a los cuales se prepara la formulacién, son todos los factores
que se pueden optimizar para la concentracibn y medios de administracion

usados.

Las formulaciones reivindicadas se pueden proporcionar a los pacientes
como soluciones claras o como viales duales que comprenden un vial de un
liofilizado al menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién
especificada o variante que se reconstituye con un segundo vial que contiene
agua, un preservativo y/o excipientes, preferiblements un amortiguador de fosfato
y/o salina y una sal escogida en un diluyenta acuoso. Ya sea un vial de solucién
sencilla o vial dual requiere reconstituciébn para que se pueda reusar miittiples
veces y puede ser suficiente para un ciclo sencillo o0 miltiples del tratamiento del
paciente y puede proporcionar un régimen de tratamiento mas conveniente que el

disponible actuaimente.
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La presente reivindica articulos de manufactura que son (tiles para

administracién en un perfodo de inmediatamente hasta 24 horas o mas. En '

consecuencia, los articulos reivindicados actuaimente ofrecen veniajas
significativas al paciente. Las formulaciones de la invencion se pueden
opcionalmente aimacenar de manera segura a temperaturas desde cerca de 2 a
cerca de 40° C y retener la actividad biolégica de la proteina por perfodos
extendidos de tiempo, y entonces permitir una etiqueta de empaque que indica
que la solucién se puede mantener y/o usar en un periodo de 8, 12, 18, 24, 36, 48,
72 o 96 horas o mayor. Si se usa el diluyente preservado, tal etiqueta puede incluir

el uso hasta por lo menos uno de 1-12 meses, medio, uno y medio, y/o 2 afios.

Las soluciones de al menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida o porcién especificada o variante en la invencién se puede preparar por
un proceso que comprende mezclar por lo menos un cuerpo mimético de EPO
mimética CH1 suprimida o porcién especificada o variante en un diluyente acuoso.
El mezclado se lleva a cabo utilizando solucién convencional y procesos de
mezclado. Para preparar el diluyente adecuado, por ejemplo, una cantidad medida
de al menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 Suprimida o porcién
especificada o variante en agua o amortiguador se combinan en cantidades
suficientes para proporcionar la proteina y opcionalmente un preservativo o un
amortiguador en las concentraciones deseadas. Las variaciones de este proceso

las reconocera un persona versada en el arte. Por ejemplo, el orden de la adicién
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de los componentes, si se usan aditivos adicionales, la temperatura y el pH al cual
se prepara la formulacién son todos factores que se pueden optimizar para la

concentracién y medios de administracién utilizados.

Los productos reivindicados se pueden proporcionar a pacientes como
soluciones claras o como viales duales que comprenden un vial de liofilizado al
menos de un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién
especificada o variante que se reconstituye con un segundo vial que contiene el
diluyente acuoso. Ya sea un vial de solucién dnica o un vial dual, que requiere la
reconstitucién para poder ser reusado miiltiples veces y puede ser suficiente para
ciclos (nicos o miltiples del fratamiento del paciente y asl proporciona un régimen

de tratamiento maAs conveniente que el disponible actuaimente.

Los productos reivindicados se pueden proporcionar indirectamente a
pacientes, proporcionando a famacias, clinicas y otras de tales instituciones y
facilidades, soluciones claras o viales duales que comprenden un vial de liofilizado
de por lo menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcion
especificada o variante que se reconstituye con un segundo vial que contiene el
diluyente acuoso. La solucién ciara en este caso puede ser de un tamafio hasta de
un litro o mas grande, proporcionando un reservorio grande a partir del cual,
porciones mas pequefias de la solucion de un cuerpo mimético de EPO mimética

CH1 suprimida o porcién especificada o variante pueden ser recuperadas una o
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maultiples veces para transferir en viales mas pequefios y proporcionados por la

farmacia o clinica a sus consumidores o pacientes.

Los dispositivos reconocidos que comprenden estos sistemas de vial Gnico
incluyen aquellos dispositivos inyectores de pluma para la entrega de una solucién
tales como Humaject®, NovoPen®, B-D®Pen, AutoPen®, y OptiPen®. Los
dispositivos reconocidos que comprenden un sistema vial dual incluyen aquellos
sistemas inyectores de pluma para reconstituir un medicamento liofilizado en un

cartucho para la entrega de la solucién reconstituida tal como el HumatroPen®.

Los productos actualmente reivindicados incluyen material de empaque. El
material de empaque proporciona , ademas de la informacién requerida por las
agencias reguladoras, las condiciones bajo las cuales el producto se puede usar.
El material de empaque de la presente invencién, proporciona instrucciones al
paciente para reconstituir por lo menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida o porcion especificada o variante en el diluyente acuoso para formar
una solucién y para usar la solucién en un periodo de 2 a 24 horas o mayor para el
vial 2, del producto himedo/seco. Para el vial unico, el producto solucién, la marca
indica que tal solucién se puede usar por un periodo de 2 a 24 horas o mayor. Los
productos reivindicados actualmente son dtiles para uso en productos

farmacéuticos para humanos.
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Las formulaciones de la presente invencién se pueden preparar por un
proceso que comprende mezclar por io menos un cuerpo mimético de EPO
mimética CH1 suprimida o porcién especificada o variante y un amortiguador
seleccionado, preferiblemente un amortiguador de fosfato que contiene salina o
una sal escogida. La mezcla del por lo menos un cuerpo mimético de EPO
mimética CH1 suprimida o porcién especificada o variante y el amortiguador en un
diluyente acuoso se lleva a cabo utilizando procedimientos de disolucién y
mezclado convencionales. Para preparar una formulacion adecuada, por ejemplo,
una cantidad medida de por lo menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida o porcién especificada o variante en agua o amortiguador se combina
con el agente de amortiguamiento deseado en agua, en cantidades suficientes
para proporcionar la proteina y el amortiguador a las concentraciones deseadas.
Las variaciones de este proceso seran reconocidas por alguien versado en el arte.
Por ejemplo, el orden en que los componentes son agregados, 8i se usan aditivos
adicionales, la temperatura y el pH a los cuales la formulacién se prepara son
todos factores que se pueden optimizar para la concentracién y el medio de

administracién utilizada.

Las formulaciones reivindicadas estables o preservadas pueden ser
proporcionadas a los pacientes como soluciones claras o como viales duales que
comprenden un vial de liofilizado de por lo menos un cuerpo mimético de EPO
mimética CH1 suprimida o porcién especificada o variante que se reconstituye con

un segundo vial que contiene un preservativo o un amortiguador y excipientes en
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un diluyente acuoso. Ya sea un vial de solucién Gnica o un vial dual que requiere
reconstitucion para poder ser reusado miltiples veces y poder ser suficiente para
un unico o muttiples ciclos del tratamiento del paciente y asl proporcionar un

régimen de tratamiento mas conveniente que el disponible actuaimente.

Al menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién
especificada o variante en ya sea las formulaciones estables o preservadas o
soluciones aqui descritas, se pueden administrar a un paciente en concordancia
con la presente invencién via una variedad de métodos de entrega que incluyen
inyeccibn SC o IM; tranedérmica, pulmonar, transmucosal, implante, bomba
osmética, cartucho, microbomba, u otros medios apreciados por el artesano

versado, como es bien conocido en el arte.
Aplicaclones Terapéuticas

También, la presente invenciébn para cuerpos miméticos, proporciona un
método para la modulacion o el tratamiento de anemia, en una célula, tejido,
érgano, animal o paciente, que incluye, pero no se limita a, al menos una de
cuaiquiera de anemia, anemia relacionada con el tratamiento del céncer, anemia
relacionada con radioterapia o quimioterapia, anemia relacionada con el
tratamiento de infeccién viral o bacterial, anemia renal, anemia prematura, anemia
asociada con cédncer pediatrico y/o adulto, anemia asociada con linfoma, mieloma,

mieloma mdltiple, anemia asociada con el SIDA, tratamiento concomitante para
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pacientes con o sin donacién sanguinea autdloga que espera cirugia selectiva,
preoperatorio y post- operatorio para cirugla, donacién o transfusiébn sanguinea
autdloga, manejo perioperatorio, neuropenia ciclica o sindrome de Kostmann
(agranulocitosis congénita), enfermedad renal de estado terminal, anemia
asociada con didlisis, insuficiencia renal crénica, enfermedades hemopoyéticas
primarias, tales como anemia hipoplastica congénita, talasemia principal, o
enfermedad de ceélula falciforme, complicaciones oclusivas del vaso de la
enfermedad de célula falciforme. Furman et al., Pediatrics 1892; 90: 716-728,
Goldberg Science. 1988; 242: 1412-1415; Paul et al., Exp. Hematol. 1984; 12:825-
830; Erslev et al., Arch Intern Med. 1968; 122: 230-235; Ersley et al., Ann Clin Lab
Sci. 1980; 10: 250-257; Jacobs et al., Nature, 1985, 313: 808-810; Lin et al., Proc
Natl Acad Sci USA. 1985; 82: 7580-7584, Law et al., Proc Natl Acad Sci USA,,
1988; B3: 6920-6924; Goldwasser et al., J. Biol Chem. 1974; 249:4202-4206;
Eaves et al., Blood. 1978; 52: 1186-1210; Sawyer et al., Blood. 1989; 74: 103-109;
Winearls et al., Lancet. 1988; 2: 1175-1178; Eschbach y otros,. N. Engl J. Med.
1987; 318: 73-78; Eschbach et al., Ann Intem Med. 1988, 111: 982-1000, cada

mencién incorporada aqul completamente como referencia.

Los cuerpos miméticos de la presente invencién también pueden ser
utilizados para formas no renales de anemia inducida, por ejemplo, se han
reportado para infecciones crénicas, procesos inflamatorios, terapia de radiacién y
tratamiento con medicamentos citostaticos y que favorecen resultados en

pacientes con anemia no renal. Vease e.g., Abels Rl y Rudnick SA Erythropoietin:
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envolving clinical aplications; Experimental Hematology 19: 842:50 (1991); Graber
SE y Krantz SB Erythropoietin: biology and clinical use. Hematology/Oncol. Clin
North Amer. 3: 369400 (1989); Jelkman W and Gross AJ (eds) Erythropoietin.
Springer, Berlin 1989; Koury MJ y Bondurant MC, The molecular mechanism of
erythropoietin action. European Joumal of Biochenustry 210: 648-63 (1992),
Krantz SB Erithropoietin. Blood 77. 419-34 (1991); Tabbara |A Erithropoietin.
Biology and clinical applications. Archives of Internal Medicine 153: 298-304

(1993), cada mencién incorporada aqul completamente como referencia.

La presente invencién también proporciona un método para la modulacién o
tratamiento de una anemia o condicidn relacionada con células sanguineas, en
una célula, tejido, érgano, animal o paciente, en donde dicha anemia o condicién
relacionada con células sangulneas, esta asociada con al menos uno que incluye,
pero no se limita a, al menos una de las enfermedades inmunolégicas
relacionadas, enfermedad cardiovascular, infecciones, enfermedad maligna y/o
neurolégica. Tal método opcionalmente puede comprender la administracién de
una cantidad efectiva de al menos una composicién o composicién farmacéutica
que comprende al menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o
una porcidén especificada o variante a una célula, tejido, animal o paciente que

requiere de tal modulacién, tratamiento o terapia.

La presente invencion también proporciona un método para la modulacién o

tratamiento de céancer/enfermedad infecciosa en una célula, tejido, érgano, animal
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o paciente, que incluyen, pero no se limitan a, al menos una de las infecciones
agudas o bacteriales cronicas, procesos infecciosos o parasitarios agudos y
crénicos, que incluyen infecciones bacteriales, virales y por hongos, infeccién del
HIV/neuropatia del HIV, meningitis, hepatitis, artritis séptica, peritonitis, neumonia,
epiglotitis, E. coli 0 157:h7, sindrome urémico hemolltico/parpura trombocitopénica
trombolitica, malaria, dengue hemorragico, fiebre, leishmaniasis, lepra, sindrome
de choque toéxico, miositis estreptocécica, gangrena gaseosa, tuberculosis de
mycobacterium, mycobacterium avium intracelular, neumonla de carinii
neumocistica, enfermedad inflamatoria pélvica, orquitis/epididimitis, legionela,
enfermedad de Lyme, influenza a, virus de epstein-barr, sindrome hemafagociticos
vital asociado, encefalitis vital/meningitis aséptica y similares; (ii) leucemia,
leucemia aguda, leucemia linfobldstica aguda (ALL), célula B, célula T 6 FAB ALL,
leucemia mieloidea agua (AML), leucemia mielocltica cronica (CML), leucemia
limfocitica crénica (CLL), leucemia de célula con pelo, sindrome mielodiplastico
(MSD), un linfoma, enfermedad de Hodgkin, un linfoma maligno, linfoma no de
Hodgkin, linfoma de Burkitt, mieloma miiltiple, sarcoma de Kaposi, carcinoma
colomrectal, carcinoma pancredtico, carcinoma nasofaringeo, histocistosis maligno,
sindrome paraneoplastico/hipercalemia de malignidad, tumores sélidos,
adenocarcinomas, sarcomas, melanoma maligno y similares; 6 (jii) enfermedades
neurodegenerativas, esclerosis muiltiple, dolor de cabeza de migrafia, complejo de
demencia por SIDA, enfermedades de desmielinacién, tales como esclerosis
multiple y mielitis transversa aguda; trastomos extrapiramidales y cerebrales tales

como lesiones del sistema corticoespinal; trastomos de los ganglios basales o
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trastomos cerebrales; trastornos del movimiento hipercinético tales como corea de
Huntington y corea senil; trastomos del movimiento inducidos por medicamentos,
tales como aquellos inducidos por medicamentos, los cuales bloquean los
receptores dopaminicos CNS; trastomos del movimiento hipocinético, tales como
la enfermedad de Parkinson; parélisis de suprandcleo progresiva; lesiones
estructurales del cerebelo; degeneraciones del espinocerebelo, tales como ataxia
espinal, ataxia de Friedreich, degeneraciones corticales del cerebelo,
degeneraciones de sistemas multiples (Mencel, Dejerine-Thomas, Shi-Drager y
Machado-Joseph); trastomos sistémicos (enfermedad de  Refsum,
abetalipoprotemia, ataxia, telangiectasia y trastomo de sistema maualtiple
mitocondrial); trastomo desmielinaciéon del nicleo, tal como esclerosis miiltiple,
mielitis transversa aguda; y trastomos de la unidad motora, tal como atrofias
musculares neuroldgicas (degeneracién de la célula de Asta anterior, tal como
esclerosis lateral amiotréfica, atrofia muscular espinal infantil y atrofia muscular
espinal juvenil); enfermedad de Alzheimer, Sindrome de Down en edad
intermedia; enfermedad del cuerpo de Lewy Difusa; Demencia Senil del tipo del
cuerpote Lewy, Sindrome de Wemicke-Korsakoff; alcoholismo crénico;
enfermedad de Creutzfeld-Jakob; panencefalitis esclerosante subaguda,
enfermedad de Hallerrorden-Spatz; y Demencia pugillstica y similares. Tal método
opcionaimente puede comprender la administracion de una cantidad efectiva de
una composicibn o composicion farmacéutica que comprende al menos un

anticuerpo de TNF o porcidn especificada o variante a una célula, tejido, 6rgano,
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animal o paciente que requiere de tal modulacion, tratamiento o terapia. Vease,

e.g., the Merck Manual, 16™ Edition, Merck & Company, Rahway, NJ (1992).

Tal método opcionalmente puede comprender la administracién de una
cantidad efectiva de al menos una composicion o composicién farmacéutica que
comprende al menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o
porcidn especificada o variante a una célula, tejido, 6rgano, animal o paciente que

requiere de tal modulacién, tratamiento o terapia.

La presente invencion también proporciona un método para la modulacién o
tratamiento de al menos una enfermedad cardiovascular en una célula, tejido,
érgano, animal o paciente, que incluye, pero no se limita a, al menos uno de
sindrome de atrofia cardiaca, infarto del miocardio, disfuncién congestiva cardiaca,
apoplejla, apoplejia isquémica, hemorragia, arterosclerosis, aterosclerosis,
enfermedad ateriosclerttica diabética, hipertensién, hipertensidn arterial,
hipertension renovascular, sincope, choque, slifilis del sistema cardiovascular,
disfuncién cardiaca, cor pulmonar, hipertensiébn pulmonar primaria, armitmias
cardiacas, golpes ectdpicos auriculares, trepidaciéon auricular, fibrilacién auricular
(sostenida o paroxismal), taquicardia auricular cadtica o multifocal, taquicardia
QRS estrecha regular, arritmias especificas, fibrilacién ventricular, aritmias del
Haz de His, bloqueo auriventricular, bloqueo de la ramificacién del Haz, trastomos
isquémicos del miocardio, enfermedad de la arteria coronaria, angina pectoral,

infarto del miocardio, cardiomiopatia, cardiomiopatia congestiva dilatada,
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cardiomiopatia restrictiva, enfermedades de la vélvula del corazén, endocarditis ,
enfermedad pericardial, tumores cardiacos, aneurismas aérdicas y periféricas,
diseccion aértica, inflamacion de la aorta, oclusion de la aorta abdominal y sus
ramificaciones, trastomos vasculares periféricos, trastomos arteriales oclusivos,
enfermedad ateriosclerética periférica, tromboangitis obliterante, trastornos
arteriales periféricos funcionales, fenémeno y enfermedad de Raynaud,
acrocianosis, eritromelalgia, enfermedades venosas, trombosis venosas, venas
varicosas, fistula arteriovenosa, linfederma, angina inestable, dafio de reperfusion,
sindrome de pos-bomba, dafic de reperfusiébn con isquemia y similares. Tal
método, opcionalmente puede comprender la administracién de una cantidad
efectiva de una composicibn o composicién famacéutica que comprende al
menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcion
especificada o variante a una célula, tejido, érgano, animal o paciente que requiere
de tal modulacion, tratamiento o terapia.

Cualquier método de la presente invencién puede comprender la
administracion de una cantidad efectiva de una composicidon o composicién
farmacéutica que comprende al menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida o porcién especificada o variante a una célula, tejido, érgano, animal o
paciente que requiere de tal modulacién, tratamiento o terapia. Tal método,
opcionalmente puede ademas comprender la co-administracion o terapia de
combinacién para el tratamiento de tales enfermedades inmunolégicas, en donde
la administracién de dicho al menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1

suprimida, porcién especificada o variante del mismo, ademés comprende la
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administracién, antes concumentemente, y/o después de, al menos uno
seleccionado de al menos un antagonista de TNF (e.g., pero no se limita a
anticuerpo o fragmento de TNF, un receptor o fragmento de TNF soluble,
proteinas fusionadas del mismo, o un antagonista de TNF de molécula pequefia),
un antimeumético, un relajante muscular, un narcético, un medicamento anti-
inflamatorio no esteroidal (NSAID), un analgésico, un anestésico, un sedante, un
anestésico local, un bloqueador neuromuscular, un antimicrobiano (e.g.,
aminoglicdsido, un antifingico, un antiparasitario, un antiviral, un carbapenem,
cefalosporina, una flurorquinolona, un macrélido, una penicilina, una sulfonamida,
una tetraciclina, otro antimicrobiano), un anti-psoridtico, un corticosteroide, un
esteroide anabdlico, un agente relacionado con la diabetes, un mineral, un
nutricional, un agente tiroideo, una vitamina, una hormona relacionada con el
calcio, un anti-diarréico, un antitusivo, un antiemético, un antiulceroso, un laxante,
un anticoagulante, un eritropoyetina (e.g., epoetina alfa), un filgrastim {(e.g.. G-
CSF, Neupogen), una sargramostima (GM-CFS, Leucina), una inmunizacién, una
inmunoglobulina, un inmunosupresor (e.g., basiliximab, ciclosporina, daclizumab),
una hormona de crecimiento, una hormona que reemplaza un medicamento, un
modulador del receptor de estrégeno, un midridtico, una cicloplégica, un agente
alquilante, un antimetabolito, un inhibidor mitdtico, un radiofarmacéutico, un
antidepresivo, un agente antimaniaco, un antipsicético, un ansiolitico, un hipnético,
un sinpatomimético, un estimulante, denepezil, tractina, un medicamento para el
asma, un agonista beta, un esteroide inhalado, un inhibidor de luecotrieno, una

metilxantina, una cromolina, una epinefrina o analogo, domasa alfa (Puimozyme),

CENO0311 113



10

15

20

una citosina o un antagonista de citosina. Son bien conocidas en el arte las
dosificaciones adecuadas, Vease eg., Wells et al., eds., Pharcacotherapy
Handbook, 2™ Edition, Appleton and Lange, Stamgford, CT (2000). PDR
Phamacopoeia, Tarascon Pocket Pharmacopoeia 2000, Deluxe Edition, Tarascon
Publising, Loma Linda, CA (2000), cada uno de las cuales se incorpora aqui como

referencia.

Los cuerpos miméticos también se pueden utilizar ex vivo, tal como cultivo
de médula 6sea autélogo. Brevemente, se remueve la médula ésea de un
paciente antes de la quimioterapia y se trata con TPO y/o EPO, opcionalmente en
combinacién con cuerpos mimétic;:s. opcionaimente en combinacién con uno o
mas citoquinas adicionales. La médula tratada, luego se devuelve al paciente
después de la quimioterapia para acelerar la recuperacién de la médula.
Adicionalmente, se puede utilizar TPO, solo y en combinacién con cuerpos
miméticos de EPO y/o EPO, para la expansién ex vivo de la médula o de células
progenitoras sanguineas periféricas (PBPC). Anies del tratamiento de
quimioterapia, la médula puede ser estimulada con un factor de célula del tallo
(SCF) o G-CSF para liberar prematuramente células del progenitor dentro de la
circulacion periférica. Estas progenitoras son recolectadas opcionalmente y
concentradas a partir de la sangre periférica y luego tratadas en cultivo con TPO y
cuerpos miméticos, opcionalmente, en combinacion con uno o mas otras
citoquinas, que incluyen pero no se limitan a SCF, G—CSF, IL-3, GM-CSF, IL-6 6

IL-14, a fin de diferenciar y proliferar en cultivos de megacariocitos de alta
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densidad, las cuales opcionaimente [uego son devueltas al paciente seguido de la
alta dosis de quimioterapia. La dosis de TPO para el tratamiento ex vivo de
médula 6sea, estara en el intervalo de 100 pg/ml hasta 10 ng/ml, preferiblemente
500 pg/ml hasta 3 ng/ml. Las dosis de cuerpos miméticos seran equivalentes en
actividad a la EPO, que pueden ser utilizados desde 0.1 unidades/ ml hasta 20
unidades/ml, preferiblemente, desde 0.5 unidades/ ml hasta 2 unidades / ml, 6

cualquier intervalo o valor de ahl.

Los antagonistas de TNF adecuados para las composiciones, terapia de
combinacion, dispositivos de co-administracién, y/o métodos de la presente
invencién (que ademéas comprende al menos un anticuerpo, porcién especificada y
variante del mismo, de la presente invencién), incluyen, pero no se limitan a,
anticuerpos anti-TNF, fragmentos que enlazan ligando del mismo, y moléculas del
receptor que se enlazan especificamente a TNF; los compuestos que previenen
y/o inhiben !a sintesis de TNF, la liberacién del TNF o su accién sobre las células
objetivo, tales como talidomida, tenidap, inhibidores de fosfodiesterasa (e.g.,
pentoxifilina y rolipram), agonistas del receptor adenosina A2b y mejoradores del
receptor adenosina 2Ab; los compuestos que previenen y/o inhiben la sefializacion
del receptor de TNF, tal como inhibidores de quinasa de la proteina activada
mitdgena (MAP); los compuestos que bloquean y/o inhiben la degradacién del
TNF de membrana, tal como inhibidores de metaloproteinasa; los compuestos que
bloquean y/o inhiben la actividad del TNF, tal como inhibidores (ACE) de la enzima

convertidora de angiotensina (e.g., captopril) y los compuestos que bloquean y/o
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inhiben la produccién y/o sintesis de TNF, tal como los inhibidores de quinasa

MAP.

Tal como se utiliza aqul, un "anticuerpo del factor de necrosis tumoral®,
“anticuerpo de TNF”", "anticuerqpo TNFa® o fragmento y similares, disminuyen,
bloquean, inhiben, anulan o interfieren con la actividad del TNFa in vitro, in situ ylo
preferiblemente in vivo. Por ejemplo, un anticuerpo humano de TNF adecuado de
la presente invencion puede unirse a TNFa e incluye anticuerpos anti-TNF,
fragmentos que enlazan antigeno del mismo, y mutaciones o dominios especificos
del mismo que se enlazan especificamente al TNFa. Un anticuerpo o fragmento
de TNF adecuado, también puede disminuir bloqueo, disminucién, anulacién,
interferencia, prevenir y/o inhibir el TNF RNA, DNA o la sintesis de proteina, la
liberacién del TNF, la sefializacién del receptor de TNF, la degradacién del TNF de

membrana, la actividad del TNF, la produccién y/o la sintesis del TNF.

El anticuerpo quimérico cA2 consiste de un antigeno que se enlaza a la
regiéon variable de alta afinidad neutralizante del anticuerpo TNFa IgG1
antihumano de ratén, designado A2, y las regiones constantes de una IgG1
humana, kappa inmunoglobulina. La regiéon Fc de IgG1 humana, mejora la funcién
efectora del anticuerpo alogénico, incrementa la vida media en la circulacién en
suero y disminuye la inmunogenicidad del anticuerpo. La avidez y la especificidad

del epltopo del anticuerpo quimérico cA2, se deriva de la regiéon variable del
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anticuerpo murino A2. En una incorporacién particular, una fuente preferida de
acidos nucleicos que codifican la regién variable del anticuerpo A2 murino, es la

linea celular del hidridoma A2

El quimérico A2 (cA2) neutraliza el efecto citotdxico del TNFa natural y del
humano recombinante, de una manera dosis dependiente. A partir de los ensayos
de unioén del anticuerpo quimérico cA2 y TNFa humano recombinante, se calculé
la constante de afinidad del anticuerpo quimérico cA2 que es de 1.04x10'° M™,
Los métodos preferidos para la determinacion de la especificidad del anticuerpo
monoclonal y la afinidad mediante la inhibicion competitiva, se pueden encontrar
en Harlow y otros, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva Cork, 1988; Colligan et al., eds.,
Cument Protocols in Immunology, Greene Publishing Assoc. and Wiley
Interscience, Nueva Cork, (1892-2002); Kozbor et al., Immunol. Today, 4: 72-79
(1983); Ausubel y otros, eds., Cumrent Protocols in Molecular Biology, Wiley
Interscience, Nueva Cork (19887-2002); y Muller, Meth. Enzymol. , 82: 589-601

(1983), cuyas menciones se incorporan aqui completamente como referencia.
En una incorporacion particular, se produce el anticuerpo A2 monoclonal

murino, mediante una linea celular denominada c134A. Se produce el anticuerpo

quimérico cA2 mediante una linea celular denominada c168A.
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Se describen en el arte , ejemplos adicionales de anticuerpos anti-TNF
monoclonales que pueden ser utilizados en la presente invencién, Vease e.g., la
Patente U.S. No. 5,231,024; Mbller, et al., Citokine 4(3): 162-169 (1990); Solicitud
U.S. No. 07/843,852 (presentada el 11 de septiembre de 1992); Rathjen et al.,
Publicacién Internacional No. WO 81/02078 (publicada el 21 de febrero de 1981);
Rubin et al., Publicacién de Patente EPO No. 0 218 888 (publicada el 22 de abril
de 1987); Yone et al., Publicacion de Patente EPO No. 0 288 088 (26 de octubre
de 1988); Liang et al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 137: B47-854 (1986);
Meager et al., Hybridoma 6: 305-311 (19887); Fendly et al., Hybridoma 6. 359-369
(1987); Bringman et al., Hybridoma 6: 488-507 (1987); y Iria et al., J. Immunol.
Meth. 96 57-62 (1887), cuya mencion se incorpora aqul completamente como

referencia.

Moléculas del receptor de TNF

Las moléculas del receptor de TNF preferidas dtiles en la presente
invencion son aquellas que se unen a TNFa con alta afinidad (Vease, e.g.,
Feldemann et al., Publicacién Internacional No. WO 82/07076 publicada el 30 de
abril de 1982); Schall et al., Cell 61: 361-370 (1990); y Loetscher et al., Call 61:
351-359 (1890), cuya mencién se incorpora aqui completamente como referencia.
En particular, los receptores de superficie celular de TNF de 55 kDa (p55 TNF-R) y
de 75 kDa (p75 TNF-R), son dtiles en la presente invencién. Las formas truncadas

de estos receptores, que comprenden los dominios extracelulares (ECD) de los
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receptores o porciones funcionales de los mismos (Vease e.g., Corcoran et al.,
Eur. J. Biochem. 233. 831-840 (1984)), también son (tiles en la presents
invencion. Las formas truncadas de los receptores de TNF, que comprenden la
ECD, se han detectado en la orina 0 suero como protelnas enlazantes inhibidoras
de TNFa de 30 kDa y 40 kDa (Engelmann, H. et al., J. Biol. Chem. 265: 1531-
1536 (1990)). Las moléculas multiméricas del receptor de TNF y las molé&culas de
fusién del inmunoreceptor de TNF, y derivados y fragmentos o porciones de las
mismas, son ejemplos adicionales de moléculas del receptor de TNF, que son
utiles en los métodos y composiciones de la presente invencién. Las moléculas del
receptor de TNF que se pueden utilizar en la invencién, se caracterizan por su
capacidad para tratar pacientes por periodos extendidos con beneficios para el
alivio excelente de sintomas y baja toxicidad. La baja inmunogenicidad y/o alta
afinidad, como también otras propiedades no definidas, pueden contribuir a los

resultados terapéuticos alcanzados.

Las moléculas multiméricas del receptor de TNF (tiles en la presente
invencién, comprenden toda o una porcién funcional del ECD de dos o méas
receptores de TNF enlazados por medio de uno o més enlazantes de polipéptido u
otros enlazantes no peptidicos, tal como polietilenglicol (PEG). Las moléculas
multiméricas ademas pueden comprender un péptido-sefial de una protelna
secretada para la expresion directa de la molécula multimérica. Estas moléculas

multiméricas y métodos para su produccion se han descrito en la Solicitud U.S.
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No. 08/437,533 (presentada el 9 de mayo de 1985), el contenido de la cual se

incorpora aqul completamente como referencia.

Las moléculas de fusién del inmunoreceptor de TNF utiles en los métodos y
composiciones de la presente invencién, comprenden al menos una porcién de
una o mas moléculas de inmunoglobulina y toda o una porcién funcional de uno o
mas receptores de TNF. Estas moléculas de fusion del inmunoreceptor se pueden
ensamblar como mondmeros, 6 hetero- 0 homo-multimeros. Las moléculas de
fusién del inmunoreceptor, también pueden ser monovalentes o multivalentes. Un
ejemplo de tal molécula de fusién de inmunoreceptor de TNF es receptor de TNF/
proteina de fusién IgG. Las moléculas de fusién del inmunoreceptor de TNF y
métodos para su produccién, se han descrito en el arte (Lesslauer et al., Eur. J.
Immunol, 21; 2883-2886 (1991); Ashkenazi et al., Proc. Natl.Acad. Sci. USA 88:
10535-10539 (1991); Peppel et al., J. Exp. Med. 174: 1483-1489 (19981); Kolls et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 215-219 (1894), Butler et al., Cyfokine 6(6):
6816-823 (1994), Baker et al., Eur. J. Immunol. 24: 2040-2048 (1994); Beutler et al.,
Patente U.S. No. 5,447,851; y Solicitud U.S. No. 08/442,133 (presentada el 18de
mayo de 19895), cada una de las cuales mencionadas se incorporan aqul
completamente como referencia). Los métodos para la produccién de moléculas
de fusién del inmunoreceptor, también se puede encontrar en Capon et al,
Patente U.S. No. 5,116,964; Capon et al., Patente U.S. No. 5,225 538; y Capon et
al., Nature 337: 525-531 (1889), cuya mencién se incorpora aqui completamente

como referencia.
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Un equivalente funcional, derivado, fragmento o regién de la molécula del
receptor de TNF, se refiere a la porcidén de la molécula del receptor de TNF, o la
porcién de la secuencia de la molécula del receptor de TNF, la cual codifica la
molécula del receptor de TNF, que es del tamafio suficiente y las secuencias para
las moléculas del receptor de TNF ensambladas funcionalmente que se pueden
utilizar en la presente invencién (e.g., enlace de TNFa con alta afinidad y posee
baja inmunogenicidad). Un equivalente funcional de la molécula del receptor de
TNF, también incluye moléculas del receptor de TNF modificado que
funcionalmente ensambla moléculas del receptor de TNF que se pueden utilizar en
la presente invencién (e.g., enlace de TNFx con alta afinidad y posee baja
inmunogenicidad). Por ejemplo, un equivalente funcional de la molécula del
receptor de TNF, puede contener un codén “SILENCIOSO” o una o0 mas
sustituciones de aminodcido, supresiones o adiciones (e.g., sustitucion de un
aminoacido acido por otro aminoacido #cido; o sustitucion de un coddén que
codifica el mismo o diferente aminoacido hidrofébico por otro codén que codifica
un aminodcido hidrofébico). Vedse Ausubel et al., Current Protocols en Molecular
Biology, Greene Publishing Assoc. and Wiley-Interscience, Nueva Cork (1987-
2002).

Las citoquinas incluyen, pero no se limitan a todas las citoquinas conocidas.

Vease e.g., CopewithCytokines.com. Los antagonistas de citoquinas incluyen pero
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no se limitan a cualquier anticuerpo, fragmento o mimético, cualquier receptor
soluble, fragmento o mimético, cualquier antagonista de molécula pequefia o

cualquier combinacion de los mismos.

Cualquier método de la presente invencién, puede comprender un meétodo
para el tratamiento de un trastorno mediado por proteina, que comprende la
administraci6n de una cantidad efectiva de una composicibn o composicién
famacéutica que comprende al menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida o porcién especificada o variante a una célula, tejido, érgano, animal o
paciente que requiere de tal modulacion, tratamiento o terapia. Opcionaimente, tal
meétodo ademds puede comprender la co-administracién o terapia combinada para
el tratamiento de tales enfermedades inmunoldgicas, en donde Ia.administracibn
de dicho, al menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida, porcién
especificada o variante, ademas comprende Ila administracién, antes
concurrentemente, y/o después de, al menos una seleccionada de al menos otra

de citoquinas como lI-3, -8 y -11; factor de célula del tallo; G-CSF y GM-CSF.

De manera tipica, se afecta el tratamiento de condiciones patoldgicas,
mediante la administracién de una cantidad efectiva o dosis de al menos una
composicion de cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida que en total, en
promedio, un intervalo de al menos cerca de 0.01 hasta 500 miligramos de al
menos un cuerpo mimeético de EPO mimética CH1 suprimida o porcion

especificada o variante/ kilogramo del paciente por dosis, y preferiblemente de al
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menos cerca de 0.1 hasta 100 miligramos de cuerpo mimético de EPO mimética
CH1 suprimida o porcibn especificada o variante/kilogramo de paciente por
administracion sencilla o miltiple, que depende de la actividad especifica del
contenido en la composicion. Alternativamente, la concentraciéon en suero efectiva
puede comprender 0.1 — 5000 ug/ml de concentracién en suero por administracion
sencilla o multiple. Las dosis adecuadas son conocidas por los practicantes de
medicina y serdn, de hecho, dependientes del estado particular de la enfermedad,
de la actividad especifica de la composicién a ser administrada, y del paciente
particular que experimenta el tratamiento. En algunos ejemplos, para alcanzar la
cantidad terapéutica deseada, puede ser necesario proporcionar la administracion
repetida, esto es, administraciones individuales repetidas de una dosis
monitoreada particular o medida, donde las administraciones individuales son

repetidas hasta que la dosis diaria deseada o efecto son alcanzados.

Opcionalmente, las dosis pueden incluir 0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.06,
0.07, 0.08, 0.09, 0.1,0.2, 0.3,04,0.5,06,0.7,08,09,1,2,3,4,5,6,7, 8,9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 18, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 29, y/o 30
mg/kg/administracién, o cualquier intervalo, valor o fraccion de la misma, o pama
alcanzar una concentracién en suero de 0.1, 0.5, 0.9, 1.0, 1.1, 1.2, 1.5, 1.9, 2.0
25,29,63.0,3.5,39,4.0,45,4.9,5.0,5.5,5.9,6.0,6.5,6.9,7.0,7.5,7.9, 8.0, 8.5,
8.9, 8.0, 9.5 9.9, 10, 10.5, 10.9, 11, 11.5, 11.8, 20, 12.5, 12.9, 13.0, 13.5, 13.9,
14.0, 14.5, 4.9, 5.0, 5.5, 5.8, 8.0, 8.5, 6.9, 7.0, 7.5, 7.9, 8.0, 8.5, 8.9, 9.0, 9.5, 9.9,
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10, 10.5, 10.9, 11, 11.5, 11.9, 12, 12.5, 12.9, 13.0, 13.5, 13.9, 14, 14.5, 15, 15.5,
15.9, 16, 18.5, 16.9, 17, 17.5, 17.9, 18, 18.5, 18.9, 19, 18.5,, 19.9, 20, 20.5, 20.9,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90,
86, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000,
2500, 4000, 4500, y/o 5000 ug/ml de concentracién en suero por administracién

sencilla o mutltiple, o cualquier intervalo, valor o fraccién de la misma.

Altemnativamente, la dosis administrada puede variar al depender de
factores conocidos, tales como las caracteristicas farmacodinamicas del agente
particular, su modo y ruta de administracién; la edad, salud y peso del recipiente;
la naturaleza y grado de los sintomas, la clase de tratamiento concurrente, la
frecuencia del tratamiento y el efecto deseado. Normalmente, una dosis del
ingrediente activo puede ser cerca de 0.1 hasta 1000 miligramos por kilogramo del
peso corporal. Cominmente, es efectiva de 0.1 hasta 50, y preferiblemente 0.1
hasta 10 miligramos por kilogramo por administracién o en forma de liberacién

sostenida a fin de obtener resultados deseados.

Segin un ejemplo no limitante, se puede proporcionar el tratamiento de
humanos o animales, como una dosis de una vez o periddica de al menos un
cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcidn especificada o
variante de la presente invenciéon 0.01 hasta 100 mg/kg, tal como 0.5, 0.9, 1.0, 1.1,
15,2 ,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 18, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
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25, 26, 27, 28, 29, 30, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 80 6 100 mg/kg por dia, en al menos
unodeldia1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 18, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 28, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39640 6
altemativamente, al menos una semanade 1, 2, 3,4, 5,8, 7, 8, 8, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19 6 20, o cualquier combinacién de las mismas, mediante el

uso de dosis sencillas, infusion o repetidas.

Las formas de dosis (composicion) adecuadas para la administracién
intemna, generalmente contienen desde cerca de 0.0001 miligramos hasta cerca de
500 miligramos del ingrediente activo por unidad o por recipiente. En estas
composiciones farmacéuticas, e! ingrediente activo estard presente de manera
comun en una cantidad de cerca de 0.5 a 95% en peso basado en el peso total de

la composicién.

Se puede formular para administracion parenteral el cuerpo mimético de
EPO mimética CH1 suprimida, como una solucién, suspension, emulsién o polvo
liofilizado, en asocio, 6 separadamente proporcionado con un vehiculo parenteral
famacéuticamente aceptable. Los ejemplos de tales vehiculos son agua, solucién
salina, solucién de Ringer, solucién de dextrosa y albimina de suero humano al
5%. También se pueden utilizar los liposomas y vehlculos no acuosos tales como
aceites. El vehiculo o polvo liofilizado, puede contener aditivos que mantienen la

isotonicidad (e.g., cloruro de sodio, manitol) y estabilidad quimica (e.g.,
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amortiguadores y preservativos). Se esteriliza la formulacién mediante técnicas

conocidas o adecuadas.

Se describen los portadores famacéuticamente adecuados en la edicién
més reciente de la Remington’s Pharmaceutical sciences, A. Osol, un texto de

referencia en este campo.

Administracién Terapéutica

Se pueden utilizar muchos modos conocidos y desarrollados, de acuerdo
con la presente invencion para la administracion de cantidades farmacéuticamente
efectivas de al menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o
porcién especificada o variante de acuerdo con la presente invenciéon. En tanto
que se utiliza la administracién pulmonar en la siguiente descripcion, se pueden
utilizar otros modos de administracién de acuerdo con la presente invencidén con

resultados adecuados.

Se puede suministrar un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida
de la presente invencién en un portador, como una solucién, emulsién, coloide, o
suspension, o como un polvo, mediante el uso de cualquiera de una variedad de
dispositivos y métodos adecuados para la administracién por inhalacién u otros

métodos descritos aqui dentro o conocidos en el arte .
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Administraclén y Formulaciones Parenterales

Las formulaciones para la administracién parenteral pueden contener como
excipientes comunes agua o solucién salina estéril, polialquilenglicoles, tal como
polietilenglicol, aceites de origen vegetal, naftalenos hidrogenados y similares. Se
pueden preparar suspensiones acuosas u oleosas para inyeccion, mediante el uso
de un emulsificante o humidificador apropiado y un agente de suspension, de
acuerdo con métodos conocidos. Los agentes para inyeccibn pueden ser agentes
diluyentes no téxicos, de administracién no oral tal como soluciones acuosas o
soluciones inyectables estériles o suspensién en un solvente. Segun el vehicuio o
utilizable son pemmitidos: solvente, agua, solucién de Ringer, solucion salina
isoténica, etc; como un solvente comdn, o solvente de suspension, se puede
utilizar aceite estéril no voléti. Pama estos propésitos, se puede incluir cualquier
clase de aceite o dcido graso no volétil, que incluye aceites grasos o acido grasos
naturales o sintéticos o semisintéticos; mono- 6 di- 6 tri glicéridos naturales o
sintéticos o semisintéticos. La administracion parenteral es conocida en el arte e
incluye, pero no se limita a medios convencionales de inyecciones, dispositivo de
inyeccion sin agua de gas presurizado como se describe en la Pat. U.S. No.
5,851,198, y un dispositivo de perforacién laser como se describe en la Pat. U.S.

No. 5,839,446 incorporadas aqul completamente como referencia.

Suministro Alternativo
La invencion ademés se refiere a la administracion de al menos un cuerpo

mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién especificada o variante, por
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medios parenteral, subcutdneo, intramuscular, intravenoso, bolo, vaginal, rectal,
bucal, sublingual, intranasal o transdérmico. La protelna, composiciones de cuerpo
mimeético suprimido de la CH1 mimético de EPO o porcion especificada o variante,
se pueden preparar para el uso en administracién parenteral (subcutdnea,
intramuscular o intravenosa), particularmente en la forma de soluciones liquidas o
suspensiones; para el uso en la administracién vaginal o rectal, particularmente en
formas semisélidas tal como cremas y supositorios; para la administracion bucal o
sublingual, particularmente en la foma de tabletas o capsulas; o intranasal,
particulammente en ia forma de polvos, gotas nasales o aerosoles o ciertos
agentes; o transdérmica, particularmente en la forma de un gel, ung'uento. locién,
suspensién o sistema de suministro de parche, con mejoradotes quimicos tal
como dimetilsulféxido para modificar la estructura de la piel o incrementar la
concentracion del medicamento en el parche transdérmmico (Junginger et al., en
“‘Drug Permeation Enhancement”; Hsieh, D. S., Eds., pp. 59-90 (Marcel Dekker,
Inc. Nueva'Cork, 1984, incorporadas aqul completamente como referencias), o
con agentes oxidantes que facilitan la aplicacién de las formulaciones que
contienen protelnas y péptidos en la piel (WO 98/53847), o aplicaciones de
campos eléctricos para crear rutas de transporte transitorio tal como
electroporacion, o para incrementar la movilidad de los medicamentos cargados a
través de la piel tal como ionoforesis, o la aplicacién de ultrasonido tal como
sonoforesis (Pgt. U.S. Nos. 4,300,989 y 4,767,402, las anteriores publicaciones y

patentes que son incorporadas aqul completamente como referencia).
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Administracién Puimonar/Nasal

Preferiblemente, para la administracibn pulmonar, al menos una
composicion de un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién
especificada o variants, se suministra en un tamafio de particula efectivo para
alcanzar las vias aéreas inferiores del puimén o los senos. De acuerdo con la
invencién, al menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o
porcién especificada o variante, se puede suministrar mediante cualquiera de una
variedad de dispositivos de inhalacién o nasales conocidos en el arte para la
administracién de un agente terapéutico por inhalacién. Estos dispositivos facilitan
el depdsito de formulaciones en aerosol en la cavidad de los senos o alvéolos de
un paciente, incluyen inhaladores de dosis medida, nebulizadores, generadores de
polvo seco, atomizadores y similares, son bien conocidos en el arte, otros
dispositivos adecuados para dirigir la administracién pulmonar o nasal del cuerpo
mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién especificada o variantes.
Todos estos dispositivos pueden utilizar las formulaciones adecuadas para la
administracién, para la aplicacion de! cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida o porcidon especificada o variante en un aerosol. Tales aerosoles pueden
ser comprimidos de soluciones (tanto acuosas y no acuosas) o de particulas
stlidas. Los inhaladores de dosis medida como el inhalador de dosis medida
Ventolin®, tipicamente utiliza un gas propelente y requiere el accionamiento
durante la inspiracién (Vease, e.g., WO 84/16870, WO 88/35888). Los inhaladores
de polvo seco como Turbuhaler® (Astra), Rotahaler® (Glaxo), Diskus® (Glaxo),

inhalador Spiros™ (Dura), dispositivos comercializados por Inhale Therapuetics, y
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el inhalador de polvo Spinhaler® (Fisions), utilizan accionamiento por respiracién
de un polvo mezclado (US 4668218 Astra, EP 237507 Astra, WO 97/25086 Glaxo,
WO 94/08552 Dura, Us 5458135 Inhale, WO 84/06498 Fisions, incorporadas aqul
completamente como referencias). Nebulizadores como AERz™ Aradigm, el
nebulizador Ultravent® (Mallinckrodt) y el nebulizador Acom |I® (Marquest Medical
Products) (US 5404871 Aradigm, WO 87/22376), las anteriores menciones
incorporadas aqul completamente como referencias, producen aerosoles a partir
de soluciones, en tanto que los inhaladores de dosis medida, inhaladores de polvo
seco, etc., generan aerosoles de particulas pequefias. Estos ejemplos especificos
de dispositivos de inhalacion comercialmente disponibles tienen el propésito de
ser representativos de dispositivos especlificos adecuados para la practica de esta
invenciobn y no tienen el propésito de limitar el alcance de la invencién.
Preferiblemente, una composicion que comprende al menos un cuerpo mimético
de EPO mimética CH1 suprimida o porcion especificada o variante, se suministra
mediante un inhalador de polvo seco o un atomizador. Existen varias
caracteristicas deseables de un dispositivo de inhalacién para la administracién de
al menos un cuerpo mimetico de EPO mimética CH1 suprimida o porciéon
especificada o variante de la presente invenciébn. Por ejemplo, el suministro
mediante el dispositivo de inhalacién es ventajosamente seguro, reproducible y
preciso. Opcionalmente, el dispositivo de inhalacién puede suministrar particulas
pequefias, e.g., menores que cerca de 10 um, de preferencia, cerca de 1 a 5 um,

a fin de una buena capacidad de respiracién.
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Administracién de C mposiciones de cuerpo mimético de EPO mimética

CH1 suprimida o porcién especificada o variante, como un atomizador.

Un atomizador incluye la proteina de composiciébn del cuerpo mimético de
EPO mimética CH1 suprimida o porcién especificada o variante que puede ser
producida por forzamiento de una suspension o solucién de al menos un cuerpo
mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién especificada o variante a
través de una boquilla bajo presién. El tamafio de la boquilla y la configuracion, la
presion aplicada, la velocidad de alimentacion del liquido, se pueden escoger para
alcanzar la salida deseada y el tamafio de particula. Se puede producir un
electroatomizador, por ejemplo, mediante un campo eléctrico en conexién con una
alimentacion capilar o por boquilla. Ventajosamente, las particulas de al menos
una composicién de proteina de cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida
0 porcion especificada o variante, suministrada mediante un atomizador, tiene una
tamafio de particula menor que cerca de 10 um, preferiblemente en el intervalo de
cerca de 1 ym hasta cerca de S5um, y méas de preferencia cerca de 2um hasta

cerca de 3um.

Las formulaciones de composicién de protelna de cuerpo mimético
suprimido de la HC1 mimética de EPO o porcién especificada o variante adecuada
para el uso con un atomizador, incluye tipicamente composicién de proteina de

cuerpo mimeético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién especificada o
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variante en una solucién acuosa en una concentracién de cerca de 1 mg hasta
cerca de 20 mg de al menos una composicion de proteina de cuerpo mimético de
EPO mimética CH1 suprimida o porcién especificada o variante por ml de
solucion. La formulacién puede incluir agentes tal como un excipiente, un
amortiguador, un agente de isotionicidad, un preservanie, un surfactante y
preferiblemente, zinc. La formulaciéon también puede incluir un excipiente o agente
para la estabilizacién de la composicion de protelna de cuerpo mimético de EPO
mimética CH1 suprimida o porcibn especificada o variante, tal como un
amortiguador, un agente reductor, una proteina en masa o un carbohidrato. Las
proteinas de masa Utiles en la formulacién de la composicién de proteina de
cuerpo mimético de EPO mimeética CH1 suprimida o porciébn especificada o
variante, incluyen albuminas, protamina, o similares. Los carbohidratos tipicos
Gtiles en ia formulacién de la composicién de proteinas de cuerpo mimético de
EPO mimética CH1 suprimida o porcién especificada o variante, incluye sucrosa,
manitol, lactosa, trealosa, glucosa, o similares. La formulacién de composicion de
proteina de cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién
especificada o variante, también puede incluir un surfactante, el cual puede reducir
0 prevenir la agregacién inducida en la superficie de la composicién de proteina de
cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida causada por la atomizacién de

la solucién en la formacién de un aerosol.

Se pueden emplear varios surfactantes convencionales, tal como ésteres de

acido graso de polioxietileno y alcoholes, y ésteres de &cidos grasos de sorbitol de
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polioxietileno. Las cantidades oscilaran generaimente entre 0.001 y 14% en peso
de la formulacién. En especial, los surfactantes preferidos para los propésitos de
esta invencién son el monooleato de sorbitan de polioxietileno, polisorbato 80,
polisorbato 20 6 similares. Los agentes adicionales conocidos en el arte para la
formulacién de una proteina tal como cuerpos mimeéticos, o porciones especificas

o variantes, también pueden ser incluidos en la formulacién.

Administraclén de composiciones de cuerpo mimético de EPO mimética CH1

suprimida o porcién especificada o variante mediante un Nebulizador

La composicion de protelna de cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida, se puede administrar mediante un nebulizador, tal como un nebulizador
a chorro o un nebulizador ultrasénico. Tipicamente, en un nebulizador a chorro, se
utiliza una fuente de aire comprimido para crear un chorro de aire de alta velocidad
a través de un orificio. Asl, el gas se expande mas alla de |la boquilla, se crea una
regiéon de baja presidn, que dirige una solucién de la composicién de proteina de
cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién especificada o
variante a través de un tubo capilar conectado a un depésito de liquido. La
cormriente de liquido, desde el tubo capilar, se corta en filamentos inestables y es
goteada al estar en el tubo, y se crea el aerosol. Se puede emplear, un intervalo
de configuraciones, velocidades de flujo, tipos de bamera, para alcanzar las
caracteristicas de realizacién deseadas de un nebulizador a chomro dado. En un

nebulizador ultrasonico, se utiliza una energla eléctrica de alta frecuencia para
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crear la energfa vibracional, mecanica, tipicamente se emplea un transductor
piezoeléctrico. Esta energla se transmite a la foomulacion de la composicién de
proteina de cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién
especificada o variante directamente o a través de un fluido de acoplamiento, que
crea un aerosol que incluye la composicidén de proteina de cuerpo mimético de
EPO mimética CH1 suprimida o porcién especificada o variante. Ventajosamente,
las particulas de la composicion de proteina de cuerpo mimético de EPO mimética
CH1 suprimida o porcién especificada o variante suministrada mediante un
nebulizador, tiene un tamafio de particula menor que cerca de 10 um,
preferiblemente en el intervalo de cerca de 1 um hasta 5 um, y mas de preferencia

cerca de 2 um hasta cerca de 3 um.

Las formulaciones adecuadas de al menos un cuerpo mimético de EPO
mimética CH1 suprimida o porcién especificada o variante, para el uso con un
nebulizador, de chorro o uitrasénico, tipicamente incluyen composicién de proteina
de cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién especificada o
variante en una solucién acuosa en una concentracién de cerca de 1 mg hasta
cerca de 20 mg de al menos una protelna de cuerpo mimético de EPO mimética
CH1 suprimida o porcién especificada o variante por ml de solucidn. La
formulacion puede incluir agentes como un excipiente, un amortiguador, un agente
de isotonicidad, un preservante, un surfactante y preferiblemente zinc. La

formulacién también puede incluir un excipiente o agente para la estabilizacién de
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al menos una composicion de proteina de cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida o porcién especificada o variante, tal como una amortiguador, una
agente reductor, una proteina de masa o un carbohidrato. Las proteinas de masa
tiles en la formulacién de al menos composicién de protelinas de cuerpo mimético
de EPO mimética CH1 suprimida o porcidn especificada o variante, incluye
albimina, protamina, ¢ similares. Tipicamente los carbohidratos Utiles en la
formulacién de al menos un cuerpo mimeético suprimido de EPO mimética CH1
suprimida o porcidn especificada o variante incluye sucrosa, manitol, lactosa,
trealosa, glucosa o similares. La formulacion de al menos un cuerpo mimético de
EPO mimética CH1 suprimida o porcién especificada o variante, también incluye
un surfactante, que puede reducir o prevenir la agregacion inducida en Ila
superficie de al menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o
porcién especificada o variante, causada por la atomizacién de la solucién en la
formacion de un aerosol. Se pueden emplear varios surfactantes convencionales,
tal como ésteres de écido graso de polioxietileno y alcoholes, y ésteres de acidos
grasos de sorbitol de polioxietileno. Las cantidades oscilaran generalmente entre
0.001 y 4% en peso de la fomulacién. En especial, los surfactantes preferidos
para los propésitos de esta invencion son el mono-oleato de sorbitan de
polioxietileno, polisorbato 80, polisorbato 20 6 similares. Los agentes adicionales
conocidos en el arte para la formulacién de una proteina tal como proteinas de
cuerpos miméticos de EPO mimética CH1 suprimida o porciones especificas o

variantes, también pueden ser incluidos en la formulacién.
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Administraclén de composiciones de cuerpos miméticos suprimidos de la
CH1 mimético de EPO o porcién especificada o varlante, por un Inhalador de

En un inhalador de dosis medida (MDI), se contienen un propelante, al
menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién
especificada o variante, y cualquiera de los excipientes u otros aditivos, en un
carfucho como una mezcla que incluye un gas licuado comprimido. El
accionamiento de la valvula medidora libera la mezcla como un aerosol,
preferiblemente que contiene particulas en el intervalo de tamafio de menos de
cerca de 10 um, de preferencia cerca de 1 pm hasta cerca de 5 um, y mas de
preferencia cerca de 2 um hasta cerca de 3 um. El tamafio de particula preferido
de aerosol, se puede obtener mediante el empleo de una formulacién de
composicion de proteina de cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o
porcién especificada o variante, producida por varios métodos conocidos para
aquellos versados en la materia, que incluye molienda de chorro, atomizador seco,
punto de condensacion critico o similares. Los inhaladores de dosis medida
preferidos incluyen aquellos fabricados por 3M o Glaxo y que emplean un

propelante de hidrofluorocarbono.

Las formulaciones de al menos un cuerpo mimético de EPO mimética CH1

suprimida o porcién especificada o variante para el uso con un dispositivo de dosis
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medida, incluirdn generaimente un poivo finamente dividido de al menos un cuerpo
mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién especificada o variante como
una suspension en un medio no acuoso, por ejemplo, suspendido en un
propelante con la ayuda de un surfactante. El propelante pude ser cualquier
material convencional empleado para este propésito, tal como clorofiucrocarbono,
un hidrocloroflucrocarbono, un hidrofluorocarbono, é un hidrocarbono, que incluye
triclorofltuorometano, diclorodifluorometano, diclorotetrafiuoroetanol y 1,1,1,2-
tetrafluoroetano, HFA-134a (hidrofluoroalcano -134a), HFA-227 (hidrofluoroalcano-
227) 6 similares. Preferiblemente, el propelants es un hidrofluorocarbono. El
surfactante puede ser escogido para estabilizar al menos un cuerpo mimético
suprimido de la CH1 de EPO o porcidn especificada o variante como una
suspension en el propelante, para proteger el agente activo contra la degradacion
quimca y similares. Los surfactantes adecuados incluyen sorbitan triolato, lecitina
de soya, acido oléico o similares. En algunos casos los aerosoles de solucién son
preferidos mediante el uso de solventes tal como el etanol. Agentes adicionales
conocidos en el arte para la formulacién de una proteina tal como proteina,

pueden ser incluidos en la formulacion.

Una persona cominmente versada en la materia reconocerd que los
meétodos de la presente invencién, se pueden alcanzar por la administracién
pulmonar de al mencs una de las composiciones de cuerpo mimético de EPO
mimética CH1 suprimida o porcién especificada o variante por medio de

dispositivos no descritos en la presents.
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Administracién y Formulaciones de Mucosa

A fin de la absorcién a través de superficies de mucosa, las composiciones
y métodos de administracién de al menos un cuerpo mimético de EPO mimética
CH1 suprimida o porcién especificada o variante, incluye una emulsién que
comprende una pluralidad de particulas submicrdn, una macromolécula
mucoadhesiva, un péptido bioactivo, y una fase acuosa continua, que promueve la
absorcion a través de las superficies mucosas para alcanzar la mucoadhesion de
las particulas de emulsion (Pat. U.S. Nos. 5,514,670). Las superficies mucosas
adecuada para la aplicacion de las emulsiones de la presente invencion pueden
incluir rutas de administracién: comeal, conjuntival, bucal, sublingual, nasal,
vaginal, pulmonar, estomacal, intestinal y rectal. Las formulaciones para
administracion vaginal o rectal, e.g., supositorios, pueden contener como
excipientes, por ejemplo, polialquilenglicoles, vaselina, manteca de cacao, y
similares. Las formulaciones para la administracién intranasal pueden ser sélidas y
contener como excipientes, por ejemplo, lactosa o pueden ser soluciones de gotas
nasales acuosas u oleosas. Para la administracién bucal, los excipientes pueden
incluir azicares, estearato de calcio, estearato de magnesio, almidén

pregelatiizado, y similares (Pat. U.S. Nos. 5,849,685).
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Administracién y formulaciones Orales

Las formulaciones orales dependen de |la co-administracién de adyuvantes
(e.g., resorcinoles y surfactantes no idnicos tal como éter olellico de polioxietileno
y n-hexadecilpolietilen éter) para incrementar de manera artificial la permeabilidad
de las paredes intestinales, asi como también la co-administracién de inhibidores
enzimaticos (e.g., inhibidores de tripsina pancreatica, diisopropilfluorofosfato (DFF)
y trasilol) para inhibir la degradacién enzimatica. El compuesto constituyente activo
de la forma de dosis del tipo sélido para la administracion oral, se puede mezclar
con al menos un aditivo, que incluye sucrosa, lactosa, celulosa, manitol, trealosa,
rafinosa, maltitol, dextran, almidones, agar, arginatos, quitinas, quitosanos,
pectinas, goma tragacanto, goma arabica, gelatina, coldgeno, caselna, albimina,
polimero sintético 0 semisintético, y glicérido. Estas formas de dosis también
pueden contener otro(s) tipo(s) de aditivos, e.g., agente de dilucién inactivo,

lubricante tal como estearatoc de magnesio, parabeno, agente preservante, tal

_como acido sOrbico, acido ascorbico, alfa-tocoferol, antioxidante como cistelna,

desintegrador, aglomerante, espezador, agente amortiguador, agente edulcorante,
agente saborizante, agente aromatizante, etc.

Las tabletas y plldoras, ademas pueden ser procesadas en preparaciones
recubiertas entéricas. Las preparaciones liquidas para la administraciéon oral
incluyen emulsién, jarabe, elixir, suspensibn y preparaciones de solucion
permitidas para el uso meédico. Estas preparaciones pueden contener agentes

diluyentes inactivos comdnmente utilizados en dicho campo, e.g., agua. Los
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liposomas, también se han descrito como sistemas de suministro de medicamento
para la insulina y heparina (Pat. U.S. No. 4,239, 754). Mas recientemente, se han
utilizado las microesferas de polimero artificial de mezcla de aminoécidos
(protenoides), para suministrar farmacéuticos (Pat. U.S. No. 4,825,673). Ademas,
Se conocen en el arte, los compuestos portadores descritos en la Pat. U.S. No.
5,879,681 y la Pat. U.S. No. 5,871,753, que se utilizan para suministrar de manera

oral, agentes biolégicamente activos.

Administracién y Formulaciones Transdérmicas

A fin de la administracién transdémica de al menos un cuerpo mimético de
EPO mimética CH1 suprimida o porcién especificada o variante, se encapsula en
un dispositivo de suministro tal como un liposoma o nanoparticulas poliméricas,
microparticula, microcdpsula, o microesferas (referidas de manera correcta como
microparticulas a menos que se sefiale de otra manera). Se conocen un nimero
de dispositivos adecuados, que inciuyen microparticulas hechas de polimeros
sintéticos tal como acidos polihidroxilo, tal como écido poliactico, acido poliglicdlico
y copolimeros de los mismos, polirtoésteres, polianhidridos y polifosfazenos, y
polimeros naturales tal como colageno, &cidos poliamino, albimina y otras
proteinas, alginato y otros polisacéridos, y combinaciones de los mismos (Pat.

U.S. Nos. 5,814,599).
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Formulaclones y Administracién Prolongada

Algunas veces puede ser deseable el suministro de los compuestos de la
presente invencion al sujeto durante periodos prolongados de tiempo, por ejemplo,
por periodos de una semana hasta un afio de una administracién sencilla. Se
pueden utilizar varias formas de dosis de liberacién lenta, depésito o implante. Por
ejemplo, una forma de dosis puede contener una sal no téxica farmacéuticamente
aceptable de los compuestos que tienen un grado bajo de solubilidad en fluidos
corporales, por ejemplo, (a) un sal de adicidon acida con un &cido polibasico tal
como acido fosforico, acidos sulfirico, acido cltrico, acido tartdrico, &cido tédnico,
acido paméico, acido alglnico, acido poliglutamico, acidos de naftaleno mono- 6 di-
sulfénico, acido poligalacturénico, y similares; (b) una sal con un catiébn metlico
polivalente tal como zinc, calcio, bismuto, bario, magnesio, aluminio, cobre,
cobalto, niquel, cadmio y similares, o con un catién orgénico formado de e.g.,
N,N'-dibencil-etilendiamina 6 etilendiamina; o (¢) combinaciones de (a) y (b), e.g.,
sal de tanato de zinc. Adicionalmente, los compuestos de la presente invencidn o,
preferiblemente, una sal relativamente insoluble tal como aquellas ya descritas, se
pueden formular en un gel, por ejemplo, un gel de monoestearato de aluminio con
e.g., aceite de ajonjoli, adecuado para inyeccién. Las sales particularmente
preferidas son las sales de zinc, sales de tanato de zinc, sales de pamoato, y
similares. Otro tipo de formulacién de depdésito de liberacién lenta para inyeccioén,
contendria el compuesto o sal dispersada para encapsulacién en un polimero de

degradacién lenta, no téxico, no antigénico, tal como un polimero de #&cido
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polilactico/ acido poliglicélico, por ejemplo como se describe en la Pat. U.S. No.
3,773, 919. Los compuestos o, preferiblemente, sales relativamente insolubles tal
como aquellas descritas anteriormente, también se pueden formular en granulo
silastico de matriz de colesterol, particularmente para el uso en animales. Las
formulaciones adicionales de liberacidn lenta, depésito o implante, e.g., liposomas
de gas o liquido, se conocen en la literatura (Pat. U.S. Nos. 5,770,222 y en
“Sustained and Controlled Release Drug Delivey systems”, J. R. Robinson ed.,
Marcel Dekker, Inc., N.Y. 1978).

Al haber descrito de manera general la invencién, la misma sera faciimente
entendida como referencia a los siguientes ejemplos, que se proporcionan a

manera de ilustracién y no son pretendidos como limitaciones.

Ejemplo 1: Clonacién y Expresién de un cuerpo mimético de EPO
mimética CH1 suprimida en Células de Mamifero

Un vector tipico de expresidn de mamifero contiene al menos un elemento
promotor, el cual media la iniciacion de la transcripcién del mRNA, el cuerpo
mimético de EPO mimética CH1 suprimida o porcién especificada o variante que
codifica la secuencia, y sefiales requeridas para la terminacién de la transcripcién
y poliadenilacion de la transcripcién. Los elementos adicionales incluyen
mejoradores, secuencias de Kozak y secuencias intercaladas por los sitios

donante y receptor para la degradacidon de RNA. Se puede alcanzar la
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transcripcion altamente eficiente con un promotores de comienzo y final de SV40,
las repeticiones largas terminales (LTRS) de Retrovirus, e.g., RSV, HTLVI, HIVl y
el promotor de comienzo del citomagalovirus (CMV). No obstante, se pueden
utilizar elementos celulares (e.g., el promotor de actina humano). Los vectores de
expresién adecuados para el uso en la practica de la presente invencién incluyen,
por ejemplo, vectores tales como pIRES1neo, pRetro-Off, pRetro-On, PLXSN 6
pLNCX (Clonetech Labs, Palo Alto, CA), pcDNA3.1 (+/-) , pcDNA/Zeo (+/-) 6
pcDNA3.1/hygro (+/-) (invitrogen), PSVL y PMSG (Pharmmacia, Uppsala, Suecia),
pRSV cat (ATCC 37152), pSV2dhir (ATCC37146) y pBC12MI (ATCC 67109). Las
células huésped de mamlifero que se podrian utilizar incluyen células humanas
Hela 293, H9 y células Jurkat, células NIH3T3 y C127, Cos 1, Cos 7 y CV 1,
células quail QC1-3, células L de ratén y células de ovario de hamster de la China
(CHO).

Alternativamente, el gen puede ser expresado en lineas celulares estables
que contienen el gen integrado dentro de un cromosoma. La co-fransfeccién con
un marcador seleccionador tal como dhfr, gpt, neomicina, o higromicina, permite la

identificacién y separacion de las células transfectadas.

El gen transfectado también puede ser amplificado para expresar grandes
cantidades de cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimido o porcién
especificada o variante codificada. El marcador DHFR (dihidrofolato reductuasa)

es atil para desamollar lineas celulares que portan varios cientos o incluso varios
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miles de copias del gen de interés. Otro marcador de seleccion util es la enzima
giutamina sintasa (GS) (Murphy, et al., Biochem. J. 227: 277-279 (1991);
Bebbigton, et al., Bio/Technology 10: 168-175 (1892)). Mediante el uso de estos
marcadores, las células mamiferas crecen en un medio selectivo y se seleccionan
las células con la mayor resistencia. Estas lineas celulares contienen el(los)
gen(es) amplificado(s) integrados dentro de un cromosoma. Las células de ovario
de hamster de la China (CHO) y NSO se utilizan a menudo para la produccion de
cuerpo mimético de la EPO mimética CH1 suprimido o porcién especificada o

variantes.

La expresién de vectores pC1 y pC4 contiene el promotor fuerte (LTR) del
Virus Sarcomoa Rous (Cullen, et al., Molec. Cell. Biol. 5:438-447 (1985)) mas un
fragmento del mejorador de CMV (Boshart, y otros., Cell 41: 521-530 (1885)). Los
sitios de clonacién Muitiple, e. g., con los sitios de degradacion de la enzima de
restriccibn BAmHI, Xbal y Asp718, facilitan la clonacién del gen de interés. Los
vectores contienen ademas el intrén 3', la poliadenilacion y sefial terminal del gen

de preproinsulina de rata.

Clonacién y Expresién en Células CHO

Se utiliza en vector pC4 para la expresiobn de cuerpo mimético de EPO
mimética CH1 suprimida o porcién especificada o variante. El pldsmido pC4 es un
derivado del plasmido pSV"-dhfr (ATCC Acceso No. 37148). El plasmido contiene
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el gen DHFR de ratén bajo control del promotor de comienzo de SV40. Las células
de ovario de hamster de la China u otras células que carecen de actividad de
dihidrofolato que son transfectadas con estos plasmidos, pueden ser
seleccionadas mediante el crecimiento de células en un medio selectivo (e.g. alfa
minus MEM, Life Technologies, Gaithersburg, MD) complementado con el agente
quimioterapéutico metotrexato. La amplificacién de los genes de DHFR en células
resistentes a metotrexato (MTX) ha sido bien documentada (Vease e.g., F. W. Alt,
et al., J. Biol. Chem. 253: 1357-1370 (1978); J. L. Hamlin y C. Ma. Biochem et
Biophys. Acta 1097:107-143 (1890); y M. J. Page y M. A. Syndenham,
Biotechnology 9.64-68 (1991)). El crecimiento celular en concentraciones
incrementadas de MTX, desarrollan resistencia al medicamento mediante la
sobreproduccibn de la enzima objetivo, DHFR, como un resultado de la
amplificacion del gen de DHFR. Si un segundo gen se enlaza al gen de DHFR,
nomalmente se co-amplifica y sobre-expresa. Se conoce en el arte que esta
aproximacion se puede utilizar para desarrollar lineas celulares que llevan méas de
1,000 copias de(los) gen(es) amplificado(s). Subsiguientemente, cuando el
metotrexato se retira, se obtienen las lineas celulares que contienen el gen

amplificado integrado dentro de uno 0 mas cromosomas de la célula huésped.

El plasmido pC4 contiene para expresar el gen de interés, el promotor
fuerte de la repeticion larga terminal (LTR) del virus del Sarcoma Rous (Cullen, et
al., Molec. Cell. Biol. 5. 438-447 (1985)) mas un fragmento aislado del mejorador

del gen de comienzo inmediato del citomegalovirus humano (CMV) (Boshart, et al.,

CENO0311 145

=



10

15

20

Cell 41: 521-530 (1985)). Comriente abajo del promotor, estin los sitios de
degradacién de enzima de restriccion BamHI, Xbal y Asp718, que pemmiten la
integracion de los genes. Detras de estos sitios de clonacién, el plasmido contiene
el intrén 3' y el sitio de poliadenilacién del gen de preproinsulina de rata. Otros
promotores de alta eficiencia, se pueden utilizar para la expresiéon, e. g., el
promotor b-actina humano, los promotores de comienzo y final de SV40 o
repeticiones largas terminales a partir de refrovirus, e. g. HIV y HTLVI. Se pueden
utilizar sistemas de expresién de gen de Clontech Tet-off y tet-on y sistemas
similares para expresar la EPO de forma regulada en células de mamifero (M.
Gossen y H. Bujard, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 5547-5551 (1992)). Para la
poliadenilacién del mMRNA, se pueden utilizar también otras sefiales, e.g., a partir
de la hormona de crecimiento humana o genes de globina. Las lineas celulares
estables que llevan un gen de interés integrado dentro de los cromosomas,
también se pueden seleccionar sobre la co-transfeccibn con un marcador
seleccionador tal como gpt, G418 o higromicina. Es ventajoso el uso de mas de un

marcador seleccionador en el comienzo, e. g. G418 mads metotrexato.

El plasmido pC4 es digerido con enzimas de restriccion y luego
desfosfolilado mediante el uso de fosfatasa intestinal de temero mediante
procedimiento conocidos en el arte. El vector, luego se alsla de un gel de agarosa

al 1%.

CEN0311 148



10

15

20

Se utiliza la secuencia de DNA que codifica total del cuerpo mimético de la
EPO mimética CH1 suprimido o porcién especificada o variante, e. g. como se
presenta en la SEQ ID NOS: 13, 14, 15, 16, 17, 18, que comesponden a las
regiones variables de HC y LC de un cuerpo mimético de la EPO mimética CH1
suprimido de la presente invencién, de acuerdo con etapas del método conocido.
El acido nucleico aislado que codifica una regién constante humana adecuada
(i.e., regiones HC y LC) también se utiliza en esta construcciéon (e. g. como se

proporciona en el vector p1351.

La region variable y constante aislada que codifica el DNA y el vector
desfosoforilado, luego se ligan con una T4 DNA ligasa. Luego las células azules
de E. coli HB101 6 XL-1, se transforman y se identifican las bacterias que
contienen el fragmento insertado dentro del pldsmido pC4, mediante el uso, por

ejemplo de andlisis de enzima de restriccion.

Las células de ovario de hamster de la China (CHO) que carecen de un gen
de DHFR activo, se utilizan para la transfeccién. Se co-transfecta 5ug del plasmido
de expresién pC4 con 0.5 pg del plasmido pSV2- nec mediante el uso de
lipofectina. El pldsmido pSV2 neo contiene un marcador seleccionador dominante,
el neo gen del Tn5 que codifica una enzima que le confiere resistencia a un grupo
de antibiéticos que incluye G418. Se siembran las células en alfa minus MEM

complementado con 1 pg/ml de G418. Después de 2 dlas, las células son
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tripzinizadas y sembradas en placas de clonacibn de hibridoma (Greiner,
Alemania) en alfa minus MEM complementado con 10, 25 6 50 ng/ ml de
metotrexato mas 1 ug/ml de G418. Luego de cerca de 10 a 14 dias, los clones
sencilios se tripsinizan y entonces se siembran en discos de petri de 6 pozos o
recipientes de 10 ml, que usan diferentes concentraciones de metotrexato (50 nM,
100 nM, 200 nM, 400 nM, 800 nM). Los clones que crecen en las concentraciones
més altas de metotrexato, luego se transfectan en las placas de 6 pozos que
contienen incluso concentraciones mas altas de metotrexato (1 mM, 2 mM, 5 mM,
10 mM, 20 mM). Se repite el mismo procedimiento hasta que se obtienen los
clones que crezcan a una concentraciéon de 100 a 200 mM. La expresién del
producto del gen deseado, se analiza, por ejemplo mediante SDS-PAGE y

manchado de Western o por andlisis de HPLC de fase reversa.

Ejemplo 2: Ejemplo no limitante de un Cuerpo Mimético CH1 suprimido de la

Invencién

Antecedentes: El EMP-1 (péptido -1 de la EPO mimética) es un péptido de
20 aminoécidos sin ninguna secuencia homologa a eritropoyetina humana
(HUEPQ), pero con la capacidad (como un dimero) de activar el receptor de la
EPO (Wrigton et al, 1886, Science, vol 273, 458-483). Sin embargo, su actividad
relativamente baja (10,000 a 10,000 veces menos que la HUEPO) y su tiempo

corto de vida media (vida media ex vivo de 8 horas en suero al 50%, vida media in
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vivo desconocida), compromete su utilidad como un terapéutico. En consecuencia,
se requirid una forma de conferirle al péptido una vida media mas larga, sin [a
alteracién y que mejore posiblemente su potencia. Para este fin, se realizaron
varios intentos para incrementar la actividad de la EMP-1 mediante Ia
estabilizacién de la dimerizacidon del péptido o por la incorporaciéon del péptido en
estructuras mas grandes para incrementar su vida media. Wrighten et al., (1997,
Nature Biotecnology, vol 15, 1261-85), combiné EPM-1 marcada con biotina con
estreptavidina para estabilizar la dimerizacién. Ellos observaron un incremento de
100 veces en la actividad en un ensayo de proliferacién celular in vitro. También
utilizaron anticuerpos anti-biotina para estabilizar el dimero del péptido, no
obstante Gnicamente se observé un incremento de 10 veces en la actividad. Los
mismos autores prepararon una forma dimérica definida quimicamente de la EMP-
1. En este caso se observd el incremento de 100 veces en la actividad in vivo.
Otro grupo buscd mejorar la actividad de la EMP-1 a través del enlazamiento
covaiente a polietilenglicol (PEG) (Jonson et al., 1997, Chem & Bio., vol 4 (12),
939-50). Reportaron un incrementc en la potencia de hasta 1000 veces, sin
embargo, la construccién se encontrd inmunogénica en ratones (los anticuerpos
se dirigieron al péptico) (Dana Jonson, Comunicacion Personal). Kuai et al., (2000,
J. Peptide Res. vol. 58 59-82), insertd el péptido de la EMP-1 dentro de la
secuencia del inhibidor-1 activador de plasminégeno (PAI-1) y fue a través de la
insercion de la EMP-1 dentro de este andamiaje que se estabilizarla la
dimerizacién y se incrementaria la vida media. En un ensayo in vivo se observé la

potencia de esta construccién que es de 2500 veces més alto que la EMP-1 sola.
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Se debe notar que diferentes modelos de ensayos in vitro e in vivo se utilizaron en
estos estudios y las potencias reportadas no pueden ser comparables a las otras o

a los resultados presentados aqul.

Cuerpo Mimético de EMP-1 CH1 suprimido de la Presente Invencién

Un ejemplo especlfico no limitante de esta invencién es la construccion de
EMP-NfusCG1 donde V son los primeros tres aminoacidos de un anticuerpo de
ocumrencia natural, Pep es una copia sencilla del péptido de EMP-1 bioactivo y
Flex es un repeticion en tdndem del enlazante flexible Gly-Gly-Gly-Ser. V2 es la
region J de una IgG de ocurrencia natural, pGiro es la regién de giro de la IgG1
completa y CH2 & CH3 son las subclases de isotipos de IgG1. Se piensa que esta
estructura constrifie el péptido de EMP-1, pero permite ia flexibilidad suficiente de
tal manema que la dimerizacién de los péptidos como parte del homodimero
ensamblado se estabilice. En apoyo a esto, la actividad de la EMP-NfusCG1 en un
ensayo de proliferacion celular in vitro es cerca de 550 veces mas que el péptido
de EMP-1 y Gnicamente de 4 a 6 veces menor que la HUEPO recombinante
(rHUEPQ). Adicionalmente, se espera que la vida media de esta construccion sea
muchas veces méas de la rHuEPO 6 del péptido de EMP-1 solo y similar a aquella
de una IgG. De manera consistente, los ratones nommales tratados con EMP-
NfusCG1 alcanzan hematocritc méximo mas alto comparado con los ratones
tratados con rHuEPO, cuando se proporcionan unidades de actividad igual, se

mantienen niveles elevados por periodos més largos. Esta construccién es
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eficientemente secretada a partir de células y parece ser comectamente plegada;
superando los problemas asociados con la 1™ generacion de cuerpos miméticos.
En adicibn a la estructura basica descrita anteriormente, se describen
variantes con caracteristicas bioldgicas potenciaimente favorables. Estas, incluyen
construcciones que pueden tener una tendencia disminuida a auto-asociarse,
reducir funciones efectoras inmunolégicas o disminuir la inmunogenicidad. Se
prevén otras modificaciones que confieren caracteristicas deseadas tal como la
conformacién mejorada del péptido biolégicamente activo, y la transferencia
cruzada de la barrera sangre-cerebro. Las variantes y modificaciones propuestas
pueden ser combinaciones en cualquier modo para producir construcciones con

actividades deseadas.

Mediante el uso de métodos de DNA recombinante, se insert el péptido de
EMP-1 dentro de un vector intermediario entre un péptido sefial de
inmunogiobulina y una secuencia J humana. Esto se realizé mediante el uso de
oligonucledtidos sintéticos compiementarios con terminales compatibles con los
sitios de restriccion Bst11071 y Kpnl presentes en el vector

(*TACAGGCCCAGATCCAGGGCGGTACCTACAGCTGCCACTTCGGGCC
CCTCACGTGGGTGTGCAAGCCCCAGGGCGGCGGAAGCGGGGGAGGCTCCG
GTAC® (SEQ ID NO: 43) y
¥*CGGAGCCTCCCCCGCTTCCGCCGCCCTGGGGCTTGCACACCCACGTGAGG
GGCCCAAGTGGCAGCTGTAGGTACCGCCCTGAATCTGGGCCTGTAS (SEQ ID
NO:44).
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Estos oligonucledtidos contienen secuencias que codifican para el sitio de
consenso de sefial de peptidasa, el péptido de EMP-1 y un enlazante flexible
compuesto de dos repeticiones Gly-Gly-Gly-Ser. Un fragmento de restricciéon Xbal
que contienen los elementos funcionales anteriormente mencionados, luego se
transfectan dentro de un vector de expresion. Este vector y mejorador contiene el
promotor de inmunoglobulina anti-CD4 y |la secuencia que codifica para el giro de
igG1 humana, la regién 2 (CH2) constante HC y la regién 3 (CH3) constante, asi
como también los elementos necesarios para la replicacibn y seleccién del
plasmido en bacterias y la seleccion de los expresadores estables en células de

mamifero.

Este plasmido se linealiza e introduce dentro de la linea celular NSO de
mieloma de ratén por medio de electroporacion. Se seleccionaron las células
resistentes y se identificaron los expresadores de EMP-NfusCG1 mediante el
ensayo de ELISA de sobrenadantes de cultivo. Se realizd la purificacion de la
construccion a partir de los sobrenadantes, mediante cromatografia de afinidad de
protelna A estandar. El paso del producto purificado a través de geles de
poliacrilamina que contenlan SDS bajo condiciones de desnaturalizacion y de
reduccién, confirmaron el tamafio esperado del producto purificado. Ademas se
confimé la identidad de la proteina purificada, mediante espectrometria de masas

y secuenciaciéon N-terminal.
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Se muestra mas abajo la secuencia de aminoacidos de la EMP-NfusCG1.
Se anotaron los dominios funcionales encima de la secuencia que codifica el
péptido. La secuencia consenso del péptido sefial de tres aminodcidos,
coresponde a los primeros tres aminoacidos de una inmunoglobulina de
ocurrencia natural. Se piensa que estos aminodcidos contribuyen a la remocién
eficiente del péptido sefial mediante sefial de peptidasa en el reticulo
endopldsmico. Esta secuencia se continiia inmediatamente por la secuencia que
codifica la EMP-1. Los dos aminodcidos C-terminal de la secuencia de EMP-1
combinados con los seis aminoéacidos oontiguos_ forman un enlazante flexible
caracterizado por la repeticién Gly-Gly-Gly-Ser. Una regién de unién (J) continGa
la secuencia. Se cree que la secuencia J proporcionara incluso mas flexibilidad
para pemitir que el dimero de EMP-1 asuma la conformacién caracteristica y le
pemita al dimero empujar hacia fuera desde la estructura globular de la
inmunoglobulina, y penetre dentro de la hendidura entre los dos receptores de
EPO. La regitn de giro HC también estd incluida en la construccién
inmediatamente a continuacién de la regién J. Hay tres cisteinas en la regién de
giro de 1gG1 (resaltadas). La primera usuaimente se empareja a la cadena ligera
de inmunoglobulina (LC) y las dos segundas participan en los enlaces Inter-
cadena entre los dos HCs. El resto de la secuencia se compone de las regiones
CH2 & CH3, las cuales constituyen la masa de la protelna. Se cree que una de las
razones para que esa inmunoglobulina tenga una vida media prolongada en suero,
es debido a su capacidad de enlazarse a la FcRn que extiende la vida media en

suero mediante el retorno de la inmunoglobulina pinocitada de regreso al espacio
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extracelular. El sitio de unién de la FcRn se superpone a la unién de las regiones

CH2 y CH3 (Sheilds et al., 2001, J. Biol. Chem. vol 276 (8), 6591-6804).

La secuencia del péptido de EMP-NfusCG1 muestra los dominios

5 funcionales importantes.
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Es bien sabido que las dos cadenas pesadas de la IgG, se ensamblan
durante el proceso celular por medio de enlaces disulfuro entre las cisteinas
localizadas en la regién de giro a fin de formar un homodimero. Se espera que

10 esto también suceda entre los péptidos modificados para formar la construccion de

EMP-NfusCG1 ensamblada. Adicionaimente, se espera que también se forme el
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enlace disulfuro intracadena entre las dos cistelnas del péptido de EMP-1. La
estructura esperada a lo largo del N-terminal con la flexibilidad de secuencias
unidas debe pemmitir a los péptidos formar el dimero bioactivo.

Primero se probd la actividad de EMP-NfusCG1, en un ensayo de
bioactividad in vitro. Para este ensayo, se utilizd la linea celular UT-7/EPO
dependiente de EPO, derivada de un paciente con leucemia megacarioblastica
aguda (Komatsu et al., 1893, Blood, vol. 82 (2), 456-464). Estas células
experimentan muerte celular programada de 48 a 72 horas luego de sacarias del
medio complementado con rHUEPO. Las células que se encubaron en ausencia
de rHUEPO por 24 horas, se pueden salvar si se tratan con rHUEPO o un agonista
de EPO. Se adicioné EMP-NfusCG1 a las células expuestas sin rHUEPO y se
determiné la viabilidad celular 48 horas luego del tratamiento mediante el uso del
compuesto de tetrazolio MTS (CellTiter 96 Aquecus One Solution, Promega), que
se metaboliza por las células vivientes para proporcionar un producto con una
absorbancia que se puede medir. Los resultados de un ensayo tipico, mostraron
que la potencia de EMP-NfusCG1 sobre una base molar es de 500 veces mayor
que la del péptido de EMP-1 y § veces menor que la de rHUEPO. Adicionalmente,
estas mismas células se estimularon con EMP-NfusCG1 y se visualizé los
patrones de fosforilacién de tirosina mediante el corrimiento de las células lisadas
a través de gel de poliacrilamida. El patrébn mostrado por la EMP-NfusCG1 fue
similar al de la HUEPO, que indica que el mecanismo por el cual la EMP-NfusCG1

actua sobre aquelias células, es similar al de la HUEPO.
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Los estudios in vivo se terminaron en ratones normales a fin de comparar la
vida media de EMP-NfusCG1 con aquella de rHUEPO y comparar sus efectos
sobre la eritropoyesis. Los estudios preliminares indicaron que la respuesta a
rHUEPO fue mas pronunciada cuando los ratones se dosificaron en dos dias
consecutivos, antes que una dosis sencilla. También se observé en los estudios
preliminares, que el hematocrito de los ratones fue elevado de manera maxima en
el dia 4, cuando la rHUEPO fue dosifiaca a 2000 U/kg y cae de regreso cerca de
los niveles de la linea base en el dia 7. Al comparar el efecto de EMP-NfusCG1
con la rHUEPO, la dosis de EMP-NfusCG1, se normalizé basado en la actividad
en el ensayo de bioactividad in vitro; aproximadamente se proporciond cinco veces
més la EMP-NfusCG1 puesto que fue 5x menos activo en el ensayo. La diferencia
en los pesos moleculares también se tomaron en consideracién (tHUEPO =30,400
daltons, EMP-NfusCG1 = 62,200 daltons). Cuando los ratones se dosificaron por
igual, basado en estas consideraciones, la EMP-NfusCG1 proporciond una
respuesta maxima mas alta y la respuesta fue prolongada al ser comparada con

la del HUEPO.

Se midieron mediante ELISA, las concentraciones en suero de ambas,
rHUEPO y EMP-NfusCG1. En un ensayo sensible a concentraciones de rHUEPO
tan bajas como 2.5 mU/ml, no se observaron sefiales positivas desde el dla 4 en
muestras de una dilucién de 1:8. Esto es consistente con la vida media esperada
de 2 a 8 horas de rHUEPO en roedores. (Reporte Experto, Parte IC2:

Documentacién Téxico-Farmacoldgica). En contraste, los niveles de la EMP-
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NfusCG1 tan altos como 1.5 ug/mL, se detectaron en el dia 4 y permanecieron
altos a lo hasta el final del estudio. La linealidad en el perfil de margen en la Figura
6 es inusual. Puede ser que, dado que- el primer punto de tiempo fue 3 dias
después de la Ultima inyeccién, la concentracién maxima (Cmax) 80 alcanzd antes
de que se tomara la primera muestra y por lo tanto no se observé el pico de la
curva exponencial. Otra explicacién es que la absorcion y los perfiles de
eliminacién de esta construccién novedosa son de tal manera que el perfil de
margen parece lineal. Con base en estos datos, se puede calcular una vida media

aproximada de 10.8 dias, varias veces la de la rHUEPO.

En adicién a la EMP-NfusCG1, se realizaron fres construcciones similares
que difieren en el isotipo de las regiones de giro CH2-y CH3 o en el nimero de de
elementos incluidos para permitir [a flexibilidad del péptido de EMP-1. Una de las
construcciones, denominado EMP-NfusCG4, es idéntica a EMP-NfusCG1, excepto
en que la regiones de giro y constante son del subtipo G4. Especificaments, el
fragmento de restriccidn Xbal utilizado para construir el plasmido de expresiéon de
EMP-NfusCG1, se transfirié dentro de un vector que proporciond el promotor y
mejorador de inmunoglobulina anti-CD4 y ia secuencia que codifica para el giro de
IgG4 humana, CH2 y CH3, asi como también los elementos necesarios para la
replicacién del plasmido y la seleccién en bacterias y seleccion para expresadores
estables en células de mamiferos. Este plasmido se expresd y purificd de una
manera similar a la de EMP-NfusCG1. La secuencia que codifica EMP-NfusCG4,

86 muestra mas abajo.
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La siguiente muestra una comparacidn de un par de ejemplos de un cuerpo

mimético CH1 suprimida:
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Una importante diferencia entre los subtipos IgG1 e IgG4 esté en el nimero
de cisteinas en la regién de giro. Como en el subtipo G1, hay dos cisteinas en el
giro de IgG4, que participan en el enlace de disulfuro entre las cadenas pesadas.
La cistelna que estd usualmente involucrada en el enlace de disulfuro a la LC, esta
ausents a causa del giro de G4; se localiza en la regién CH1 de G4 y puede
incrustar conformaciones potenciales del dimero de EMP-NfusCG1 (Dangl et al.,
1997: EMBO journal, vol. 7 (7), 1689-84). Adicionaiments, los dos isctipos difieren
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en la capacidad de mediar la toxicidad dependiente del complemento (CDC) y
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC). El isotipo G1 es un
inductor fuerte de la cascada del complemento, en tanto que el subtipo G4 posee
una actividad pequefia (Dangl et al., 1997, EMBO Joumal, vol 7 (7), 1989-94). En
adicion, el subtipo G1 se enlaza con alta afinidad al receptor de FC y contribuye a
la citotoxicidad mediada por células, en tanto que el subtipo G4, se enlaza
débilmente (Allan & Seed, 1989, Science, vol. 423, 378-80). Es deseable la
incapacidad relativa del subgrupo G4 para activar las funciones efectoras, dado
que se desea la proliferacion de las células objetivo. El sitio de union para el
receptor secuestrante de FcRn, se presenta sobre la IgG4 y ya que no parece ser
cualquiera subclase de IgG diferenciar el enlace, se espera que las
farmacocinéticas sean similares a las del subtipo G1 (West et al., 2000, Biochem,

vol. 39, 9698-9708).

Asl, con G1 la construccion EMP-NfusCG4 se expresa para formar un
homodimero por medio de las dos cistelnas localizadas en la regién de giro. Como
se mencioné anteriormente, la ausencia de una tercera cistelna en el giro de G4,
niega la posibilidad de un tercer enlace de disulfuro entre las dos cadenas. La
conformacion del dimero de EMP-1 también puede ser diférente, debido a las
diferencias en tamafio y flexibilidad de las regiones de giro. Nada de estas
diferencias, se esperarian de la estructura generat de la EMP-NfusCG4 para ser

similares a la EMP-NfusCGA4.
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La EMP-NfusCG4 se probé en un ensayo de bioaétividad in vitro como se
describid previamente. El ensayo se realizé dos veces con resultados similares. La
potencia de la EMP-fusCG4 es 13 veces menor que la EMP-NfusCG1 en este
ensayo, no obstante, en promedio, la diferencia es cerca de de 10 veces. Puesto
que la EMP-NfusCG1 es 5 veces menos potente que la rHUEPO, se esperaria
que la diferencia entre la EMP-NfusCG4 y la rtHUEPO, sea de cerca de 50 veces.
En este ensayo, |la diferencia actual es de 60 veces. La diferencia entre la EMP-
NfusCG4 y la EMP-1 en este ensayo es de 40 veces, sin embargo el valor de la
ECso para EMP-1 es 2 veces mas bajo que el promedio histérico, de lo cual, la
diferencia entre la EMP-NfusCG4 y la EMP-1, puede ser mayor. La actividad mas
baja observada con la EMP-NfusCG4 se atribuye a las diferencias en el giro que
no puede permitir al diméro de EMP-1 formar una conformacién éptima. A la

fecha, no se han probado in vivo la EMP-NfusCG4.

Se disefiaron dos construcciones adicionales a fin de investigar qué
dominios funcionales son requeridos para la actividad. Por esto, la regién J
humana y una de las repeticiones de Gly-Gly-Gly-Ser se omitieron entre la
secuencia de la EMP-1 y la regién de giro. Las diferencias entre las versiones
“completas® descritas anteriormente y aquellas versiones “‘minimas”, difieren en la

subclase del isotipo (G1 vs G4) del giro, las regiones CH2 y CH3.

CENO0311 160

173



10

15

Seiflal de Peptidasa

Secuencia Consenso _ Ragién J
-~ awaa, Eﬂ.m--,------
m “ Ew_1 ~ A o
Completa QIOGGTYSCHFGPLTWVCKPQGGGIGGGSGTLYTVSS . . HingasSEQ ID NO:52
Minima QIOGETYSCHFGPLTWVCKPOGGGS. Giroe 8EQ ID NO:53

La construccion de plasmidos de expresion para las versiones minimas,
denominadas EMP-NfusMG1 y EMP-NfusMG4, se realizaron mediante la insercién
de oligonucleétidos sintéticos dentro de un vector intermediario y se terminé la

construccién de plasmidos de expresion para EMP-NfusCG1 y EMP-NfusCG4

(5 TACAGGCCCAGGGCGGTACCTACAGCTGCCACTTCGGGCCCCTCACGTGG
GTGTGCAAGCCCCAGGGCGGCGGATCAGGTAAGTT® (SEQ ID NO45) Y
¥CTAGAACTTACCTGATCCGCCGCCCTGGGGCTTGCACACCCACGTGAGGGG
CCCGAAGTGGCAGCTGTAGGTACCGCCCTGGGCCTGTATYSEQ ID No: 486).
Estos oligonucledticos sintéticos contienen la secuencia que codifica para el sitio
consenso de la sefial de peptidasa, el péptido de EMP-a y una repeticion sencilla
de Gly-Gly-Gly-Ser- En este caso, sin embargo, el extremo 3' de los
oligonucledtidos fue compatible con el sitio de restriccidn distinto a los
oligonucleétidos utilizados para construir las versiones completas. Mediante la
clonacioén dentro del sitio Xbal, que esta localizado corriente debajo de la region j
en el vector intermediario, se omitié la secuencia que codifica para la region j. La
construccién de los plasmidos de expresion finales, se realizd como se describid

para la EMP-NfusCG1 y la EMP-NfusCG4. Debido a problemas técnicos, hasta
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lafecha, inicamente se ha expresado y purificado la EMP-NfusMG4. La estructura
esperada de la EMP-NfusMG4 tiene una protrusion del péptido de EMP-1 de la
estructura globular de la protelna y se espera que sea menos pronunciada que
con la EMP-N-fusCG4 y por esta razén el diméro del péptido de EMP-1 no puede
ser capaz de penetrar dentro de la hendidura entre los receptores de EPO.
Adicionaimente, se pude reducir la flexibilidad de los péptidos de EMP-1 para
formar una configuracién de dimero 6ptima. Esto es especialmente importante a la
luz de la observaciones hechas por Liban et al. (1998, Nat. Strust. Biol., vol. 5,
993-1004), quienes hallaron un péptido (EMP-33) que podria dimerizar dos
receptores de EPO, pero que no activa el receptor. Al comparar la estructura
cristalina del complejo del EMP-33/receptor de EPO con el complejo de EMP-
1/receptor EPO, ellos encontraron que una ligera discrepancia en la orientacién de
los receptores dimerizados, era la diferencia entre la capacidad de los péptidos
para activar los receptores. En consecuencia, si el dimero de EMP-1 no puede
formar la conformacién éptima, debe ser incapaz de dimerizar el receptor de EPO,

o no puede conducir a los receptores a una conformacién de activacién.

Se probd la construccidon de la EMP-NfusMG4 para la actividad en un
ensayo de bioactividad in vivo UT7. Los resultados de este ensayo se presentaron
en la Figura 12. Puesto que este ensayo se realizé Gnicamente una vez, dado que
la variabilidad del ensayo de bioactividad, estos resultados beben ser vistos como
peliminares. La potencia de la EMP—NfusMG4 es 227 veces menor que la de la

rHUEPO y 44 veces mas que el péptido de EMP-1 en este ensayo. Sin embargo,
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la ECso de la rHUEPO en este ensayo es tres veces mas baja que el promedio
histérico, asl, la diferencia entre la EMP-NfusMG4 y la rHuEPO serla
significantemente mas baja. No se realizd una comparacion directa entre la EMP-
Nfus CG4 y la EMP-NfusMG4. Con base en una comparacion del promedio de la
ECso de la EMP-NfusCG4, 3.5 x 107, con la ECs de la EMP-NfusMG4, se
observada en este ensayo, la diferencia es de dos veces. En tanto que estos
resultados son preliminares, esto incida que la ausencia de la secuencia J humana
y una repeticion de Gly-Gly-Gly-Ser, no reduce de manera sustancial la potencia
de la construccién de la EMP-NfusMG4. No se sabe si esta observacion se

extenderia a la construccion de la EMP-NfusMG1.

Cons.trucciones adicionales se han expresado actualmente con cambiocs
sencillos o multiples de aminodcidos a fin de evitar las actividades no deseadas.
Estos cambios se pueden expresar solos o cambios mltiples combinados en un
construccién sencilla. Usualmente, la cistelna involucrada en un puente de
disulfuro entre el HC y el LC mutara hacia una alanina. En tanto que esta cistelna
puede ser involucrada en la estabilizacibn de la construccibn mediante la
formacion de un tercer puente de disulfuro, es posible que pueda de manera
anomal forme un enlace de disulfuro con otras cisteinas dentro de la
construccion, o podria formar un enlace de disulfuro entre dos construcciones.
Mediante la remocitn de la cisteina, doblamiento y ensamble adecuado, se podria

mejorar y disminuir la posibilidad de auto asociacion.
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Se ha mostrado que la mutacién de dos residuos de lisina (L), |L.234 & .235, en la
region de giro inferior de la IgG1 hacia alanina (A) anularad la capacidad de la
inmunoglobulina para mediar la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC)
y la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) (Hezereh et al., j.
Virol., vol. 75 (24), 12161-88). Estudios preliminares han demostrado que la EMP-
NfusCG1 no media la lisis del complemento de células que expresan el receptor
de EPO. Esto puede ser debido al bajo nimero de receptores que se encuentran
en las células progenitoras eritroideas. Adicionalmente, la expansién in vivo de
progenitoras eritroideas como se evidencia por los incrementos significantes en el
hematocrito, apoya la posibilidad de inconexion funcional de las funciones
efectoras inmunolégicas. Sin embargo, en tanto no se ha observado ninguna
funcidon efectora asociada afecta, permanece un interés en introducir estas

mutaciones como una etapa preventiva.

Otra modificaciéon que resultaria en una disminucién en la mediacién de las
funciones efectoras inmunolégicas es la remocién de los sitios de union de
glicosilacién. Esto se puede realizar mediante la mutaciébn de una asparagina en la
posicion 297 (N297) hacia glutamina (Q). Opcionalmente, los cambios adicionales
pueden incluir el reemplazo de la treonina (T) con un aminoécido alternativo para
reducir o modificar la O-glicosilacién, e. g., T34 6 T47 con versiones Aglicosiladas
de la subclase de IgG1, conocidas por ser mediadores pobres de la funcién

efectora inmunolégica (Jefferis et al., Immol. Rev., vol. 163, 50-76).
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EPKECDKTHTCFPCPAPELLGGPS. . . . . . . EEQYNSTYRVV
..... S N T

Mutaciones propuestas en el giro de EMP-NfusCG1 y secuencias que codifican

CH2. (SEQ ID: 47)

Una modificacion adicional que se persigue es el reemplazo de las regiones
CH2 y CH3 de la IgG1 de la EMP-fusCG1 con las mismas regiones de la subclase
de IgG4, mientras que se retiene la regidon de giro de G1. Como se discutid
previamente, la capacidad de la subclase de IgG4 es mediar las funciones
efectoras inmunolégicas y es mucho mas baja que la de la subclase G1. También
como se discuti6 de manera previa, se especula que las diferencias entre la
flexibilidad de la re_gibn de giro en las dos subclases de IgG pueden ser
responsables por las diferencias en [a actividad entre la EMP-NfusCG1y la EMP-
NfusCG4. asl esta construccion podria retener la actividad de la EMP-NfusCG1 sin

la importancia de funciones efectoras potenciales inmunolégicas.

Otras modificaciones previstas son aquellas que disminuidan la
inmunogenicidad potencial de las construcciones. Una determinacién importante
de la inmunogenicidad es la capacidad de los péptidos derivados de una proteina

que es enlazada eficientemente y presentada por las moléculas del MHC a las
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células T y sacar una célula basada en la respuesta inmunolégica o célula T
ayudada por una respuesta de anticuerpo. Mediante el uso de sitios web
pablicamente disponibles basados en algoritmos para la unién de MHc
(SYFPETHI, Ramensee et al., 1899, Inmunogenetics, vol. 50, 213-19 y BIMAS) se
analizaron los epltpos de eniace de HMC potenciales dentro de la EMP-1 que
contienen la region N-terminal de la EMP-NfusCG1. Se pueden evaluar las
mutaciones que disminuirfan la inmunogenicidad predictiva de uno 0 mas péptidos

para efecto /n vivo sobre la inmunogenicidad.

(SEQ ID NO: 48): Péptidos que son predictivos para enlazar moléculas MHC clase

gigGGE!SCHIGPLTWVCIPQGGGSGGGSGWEVTVBSEPKBGDK!!TC
TQGGTYSCHF
GTYSCHFGPL
TYSCHFGPL
YSCHFGPLTW
CHFGPLTWV

GSGGGSGTL
S5GGGSGTLV
GGGSGTLVTV
GGSGTLVTV
TLVIVSSEPK
LVTVSSEPK
SSEPKSCDKT "
SSEPKSCBK

Péptidos que son predictivos para enlazar moléculas HMC clase |I.

(SEQ ID NO: 49)
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Ejemplos no limitantes de secuencias adicionales incluyen las siguientes:

sna .
(SBQ IDNQ:62)
GOTYSCHFAGPLTWVCKPQOGASGOASCTLYTVSSEPKSCOKTHTCPPCPAPELL

Mutiiciin de dos Cys 'en EMP-1:
(SEQ ID NO:63)
(QVOXGGTYSSHFGPLTWVSKPQOGGSOGGSGTLVTVSSEPKSADK THTCPPCPAPEAA

Mutacidivde LauS6.y LeusT.

(SEQD'NO:64) :

gﬁm BC;I;FGPLTWCKPQGGGSGOGEGTLWVSSEPKSADKWPCFAPEAA
(WNWVWWWSSEMABKWP@MW
g):gm:?mnmmmmmmmnxmmapm

(QVQIGGT YSCHFGPLTWVCKPQGGOSGGASGTL
(Qvdaarysa VTVESEPKSADKTHTCPPCPAPEAL

(QVOYSGTYSCHFGPLTWVCKPQOOGSGOGSGTLVTVSSEPKSADK THTCPPCPAPELE

g4 con giro de-lgl1 ;

(SEQID NO:69)
(QIQAGTYSCHFOPLTWVCKPFQGGOSGOGSGTL VI VSSEPKSSDX THTCPPCPAPEFL
O1-331304-con chferents longituil-de Enlazants ;-

(SEQ 1D NO:70)

(QIQ)GOTYSCHFGPLTWVCKPQGOGSATLVTVSSESK YGPPCPSC
(S8EQ ID NO=71) Kva PAPEFL
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(QIQ)CBTYSCHROPLTWVCKPOGGGS0GASGTLY PPCRSC '
(SEQD NOT2) { VTVSSESKYGPPCPSCPAPEFL

(gzglgmmmmmmemmssmmrmmAML
(Qlommmmmmmvmmmmm

g1 ﬁ-ﬁm

((SQEQQID NO:74)

(QVQ)GATVECHRGPLTWVCKPQAGGSGGASGTLY

%‘;%m ooy ’ CKPQG! VTVSSCPECRAPELL
JOGTYSEHFGPLTWVEKPQOGOSGGASOTLVTVESTHTGPPGPAPELL

(SEQID'NO:76) POPATE

(QVOIGGTYSCHFOPLTWVCKPQGGGEGGOSGTLYTVSSAKD THTEPPCPAPELL

HigG1 0on knock out g -O-glicoaliacidn.:
{SEQ ID'NO:77) shiaa )

(QIQ)GGTYSCHFGPLTWV! "
(SEQ1D NO:78) CKPQAGASGOGSOTLVTVSSEFKSADKTHACPPCPAPELL

(QIQ)GATYSCHFOPLTWYCKPQGGOSGGGSGTLVAV , n
(SEQ ID NO:79) VSSEPKSADKTHTCPPCPAPELL,

p "HFGPLTWVCKPG . e
(SEQQ IGGlm Nol Y:SCHm CKPQGGASGGOSATLVTVSSEPKSADKAHTCPPCPAPELL
(QIQ)GGIYSGHFGPLTWCKPQOGGSGGGBOEVAVSSBPKSADK'FHAGPPCPA-PELL

Ventajas: la construccién novedosa, EMP-NfusCG1 descrita anteriormente, ofrece
una forma alternativa de mostrar la bioactividad del péptido EMP-1. La actividad
de esta construccién esta en el intervalo de la rHUEPO y la vida media in vivo es
similar a aquella de una IgG, Adicionaiments, se espera que las modificaciones
propuestas, in combinacién y en adicién a las caracteristicas novedosas de la

EMP-NfusCG1, mejoren la utilidad de la construccion de EMP-NfusCG1.

Sera claro que la invenciéon puede ser practicada de otra manera que como

se describié particularmente en la descripcién anterior y ejemplos.
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Son posibles numerosas modificaciones y variaciones de la presente
invencion a la luz de las enseflanzas anteriores y, por lo tanto, estan dentro del

alcance de la presente invencién.
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REIVINDICACIONES

1. Al menos un acido nucleico de cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida, que comprende al menos un polinucledtido que codifica al menos una
secuencia de aminoacido de SEQ ID NOS: 50-51, 6 un polinucledtido

complementario de él.

2. Al menos un &cido nucleico de cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida, que comprende al menos un polinucledtido que codifica al menos una
secuencia de aminoacido de SEQ ID NOS: 62-80, 6 un polinuclebtido

complementario de él.

3. Al menos un Acido nucleico de cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida, que comprende al menos un polinucleétido que codifica de acuerdo con
la formula (I):
(V1(n)-Pep(n)-Flex(n)-V2(n)-pGiro(n)}-CH2(n)-CH3(n))(m),

donde V1 es al menos de N-terminal de una porcion de una region variable de
inmunglobulina, Pep es al menos un péptido de EPO mimética bioactivo, Flex es
polipéptido que proporciona flexibilidad estructural para permitir que el cuerpo
mimético tenga orientaciones alternativas y propiedades enlazantes, V2 es al
menos de una porcibn de un C-terminal de una regién variable de
inmunoglobulina, pGiro es al menos una porcién de una regién de giro variable de

inmunoglobulina, CH2 es al menos una porcién de una regién constante CH2 de
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inmunoglobulina, Ch3 es al menos una porcién de una regién constante CH3 de

inmunoglobulina, n y m pueden ser enteros entre 1 y 10.

4, Al menos un polipéptido de cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida, que comprende todos de los aminodcidos contiguos de SEQ ID NOS:

50-51.

5. Al menos un polipéptido de cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida, que comprende todos de los aminoacidos contiguos de SEQ ID NOS:

62-80.

6. Al menos un polipéptido de cuerpo mimético de EPO mimética CH1

suprimida, que comprende un polipéptido de acuerdo con la Férmula (1):
(V1{n)-Pep(n)-Flex(n)-V2(n)-pGiro(n)-CH2(n)-CH3(n)){(m),

donde V1 es QiQ, Pep es al menos un péptido bioactivo seleccionado de SEQ ID

NOS: 1-42, Flex comprende GGGS (SEQ ID NO: 61), V2 es GTLVTVSS (SEQ ID

NO: 52),

CH2 es

SVFLFPPKPKDDLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR

EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK (SEQID

NO: 54),

CH3 es
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GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT
PPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLPGK
(SEQ ID NO: 55), y n y m son un entero entre 1 y 10.

7. Al menos un polipéptido de cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida, que comprende un polipéptido de acuerdo con la Férmula (l):
(V1(n)-Pep(n)-Flex(n)-V2(n)-pGiro(n)-CH2(n)-CH3(n))(m),
donde V1 es QIQ, Pep es al menos un péptido bioactivo seleccionado de SEQ ID
NOS: 1-42, Flex comprende GGGS, V2 es GTLVTVSS (SEQ ID NO: 52), pGiro es
ESKYGPPCPSCPAPEFLGGP (SEQ ID NO: 58),
CH2 es
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVWDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAK (SEQ ID
NO: 57),
CH3es
GQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT
PPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK
(SEQ ID NO: 58) y n y m son un entero entre 1 y 10.

8. Al menos un polipéptido de cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida, que comprende un polipéptido de acuerdo con {a Férmula (l):

(V1(n)-Pep(n)-Flex(n)-V2(n}-pGiro{(n)-CH2(n)-CH3(n))(m),
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en donde V1 es una porcidn N-terminal de una regidn variable humana, Pep es al
menos un péptido bioactivo seleccionado de SEQ ID NOS: 142, Flex es
polipéptido que proporciona flexibilidad estructural que permite al cuerpo mimético
tener orientaciones alterativas y propiedades enlazantes, V2 es al menos una
porcién de un C-terminal de una regidn variable de inmunoglobulina, pGiro es al
menos una porcion de una regién de giro variable de inmunoglobulina, CH2 es
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK (SEQ ID
NO: 54), CH3 es
GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT
PPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 55) y n y m son un entero entre 1 y 10.

9. Al menos un polipéptido de cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida, que comprende un polipéptido de acuerdo con la Férmula (I):
(V1(n)-Pep(n)-Flex(n)-V2(n)-pGiro(n)-CH2(n)-CH3(n)){(m),

en donde V1 es una porcién N-terminal de una regién variable humana, Pep es al
menos un péptido bioactivo seleccionado de SEQ ID NOS: 142, Flex es
polipéptido que proporciona flexibilidad estructural que permite al cuerpo mimético
tener orientaciones alternativas y propiedades enlazantes, V2 es al menos una
porcién de un C-terminal de una regién variable de inmunoglobulina, pGiro es al

menos una porcién de una regién de giro variable de inmunoglobulina, CH2 es
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SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVWDVSQEDPEVAQFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAK (SEQ ID
NO: 59), CH3 es
GQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT
PPVL DSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK
(SEQ ID NO: 60), y n y m son un entero entre 1y 10.

10. Al menos un polipéptido de cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida, que comprende un polipéptido de acuerdo con la Formula (1):
(V1(n)-Pep(n)-Flex{n)-V2(n)-pGiro(n)-CH2(n)-CH3(n))(m),

en donde V1 es QIQ, Pep es al menos un péptido bioactivo seleccionado de SEQ
ID NOS: 1-42, Flex es polipéptido que proporciona flexibilidad estructural que
permite al cuerpo mimético tener orientaciones altemmativas y propiedades
enlazantes, V2 es al menos una porcién de un C-terminal de una region variable
de inmunoglobulina, pGiro es al menos una porcién de una region de giro variable
de inmunoglobulina, CH2 es al menos una porcién de una regién variable CH2 de
inmunoglobulina; CH3 es al menos una porcion de una region constante CH3 de

inmunoglobulina, n y m pueden ser un entero entre 1 y 10.

11. Al menos un polipéptido de cuerpo mimético de EPO mimética CH1

suprimida, que comprende un polipéptido de acuerdo con la Férmula (l):

(V1(n)-Pep(n)-Flex(n)-V2(n)-pGiro(n)-CH2(n)-CH3(n)){(m),
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en donde V1 es al menos un N-teminal de una regién variable de
inmunoglobulina, Pep es al menos un péptido de EPO mimética bioactivo, Flex
comprende GGGS (SEQ ID NO: 81), V2 es al menos una porcién de un C-terminal
de una regién variable de inmunoglobulina, pGiro es al menos una porcion de una
region de giro variable de inmunoglobulina, CH2 es al menos una porcién de una
regiéon constante CH2 de inmunoglobulina; CH3 es al menos una porcién de una
regién constante CH3 de inmunoglobulina, n y m pueden ser un entero entre 1 y

10.

12. Al menos un polipéptido de cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida, que comprende un polipéptido de acuerdo con la Férmula (l):
(V1(n)-Pep(n)-Flex(n)-V2(n)-pGiro(n)-CH2(n)-CH3(n))(m),

en donde V1 es al menos una porcién de un N-terminal de una regién variable de
inmunoglobulina, Pep es al menos un péptido de EPO mimética bioactivo, Flex es
polipéptido que proporciona flexibilidad estructural que permite al cuerpo mimético
tener orientaciones altemativas y propiedades enlazantes, V2 es GTLVIVSS
(SEQ ID NO: 52), pGiro es al menos una porcién de una region de giro variable de
inmunoglobulina, CH2 es al menos una porcién de una regién constante CH2 de
inmunoglobulina, CH3 es al menos una porciéon de una regién constante CH3 de

inmunoglobulina, n y m pueden ser un entero entre 1 y 10.

13. Al menos un polipéptidoc de cuerpo mimético de EPO mimética CH1 .

suprimida, que comprende un polipéptido de acuerdo con la Férmuia (l):
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(V1({n)-Pep(n)-Flex(n)-V2(n)-pGiro(n)-CH2(n)-CH3(n))(m),
en donde V1 es al menos una porcion de un N-terminal de una regién variable de
inmunoglobulina, Pep es al menos un péptido de EPO mimética bioactivo, Flex es
polipéptido que proporciona flexibilidad estructural que permite al cuerpo mimético
tener orientaciones alternativas y propiedades enlazantes, V2 es al menos una
porcién de un C-terminal de una regién variable de inmunoglobulina, pGiro es
EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP (SEQ ID NO:53), CH2 es al menos una porcioén
de una regién constante CH2 de inmunoglobulina, CH3 es al menos una porcién
de una regién constante CH3 de inmunoglobulina, n y m pueden ser un entero

entre 1y 10.

14. Al menos un polipéptido de cuerpo mimético de EPO mimeética CH1
suprimida, que comprende un polipéptido de acuerdo con la Férmula (l):
(V1(n)-Pep(n)-Flex(n)-V2(n)-pGiro{n)-CH2(n)-CH3(n))(m),

en donde V1 es al menos una porcion de un N-terminal de una region variable de
inmunoglobulina, Pep es al menos un péptido de EPO mimética bioactivo, Flex es
polipéptido que proporciona flexibilidad estructural que permite al cuerpo mimético
tener orientaciones alternativas y propiedades enlazantes, V2 es al menos una
porcién de un C-terminal de una regién variable de inmunoglobulina, pGiro es al
menos una porcion de una region de giro variable de inmunoglobulina, CH2 es al
menos una porcién de una region constante CH2 de inmunoglobulina, CH3 es al
menos una porcidn de una region constante CH3 de inmunoglobulina, n y m

pueden ser un entero entre 1y 10.
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15. Al menos un polipéptido de cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida, que comprende un polipéptido de acuerdo con la Formula (1):
(V1(n)-Pep(n)-Flex(n)-V2(n)-pGiro(n)-CH2(n)-CH3(n))(m),

en donde V1 es al menos una porcién de un N-terminal de una regién variable de
inmunoglobulina, Pep es al menos un péptido bioactivo seleccionado de SEQ ID
NOS: 21-42, Flex es polipéptido que proporciona flexibilidad estructural que
permite al cuerpo mimético tener orientaciones altemativas y propiedades
enlazantes, V2 es al menos una porcién de un C-terminal de una regién variable
de inmunoglobulina, pGiro es al menos una porcion de una regién de giro variable
de inmunoglobulina, CH2 es al menos una porcién de una regién constante CH2
de inmunogloi.)ulina. CH3 es al menos una porcién de una regién constante CH3

de inmunoglobulina, n y m pueden ser un entero entre 1 y 10.

16. Un é&cido nucleico de cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida (n)
o polipéptido de cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1-15, en donde dicho polipéptido tiene al menos

una actividad de al menos un Pep polipéptido.

17. Un anti-idiotipo monoclonal o anticuerpo policlonal, proteina de fusién o
fragmento del mismo, que une especificamente al menos a un polipéptido de
cuerpo mimeético de EPO mimética CH1 suprimida, de acuerdo con cualquiera de

las reivindicaciones 1-15.
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18.. Un &cido nucleico de cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida,
que codifica al menos un polipéptido de cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida o anticuerpo de cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida de

acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-17.

19. Un vector de cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida que

comprende al menos acido nucleico aislado de acuerdo con la reivindicacién 18.

20. Una célula huésped de cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida

que comprende un &cido nucleico aislado de acuerdo con la reivindicacién 18.

21. Una célula huésped de cuerpo mimético de EPO mimeética CH1 uprimida de
acuerdo con la reivindicacién 20, en donde dicha célula huésped es al menos una
seleccionada de COS-1, Cos-7, HEK2983, BHK21, CHO, BSC-1, Hep G2, 653,
SP2/0, 283, NSO, DG44 CHO, CHO K1, Hela, células de mieloma o linfoma, o

cualquier derivado, célula inmortalizada o transformada de la misma.

22. Un método para la produccidon de al menos un polipéptido de cuerpo
mimético de EPO mimética CH1 suprimida o anticuerpo de cuerpo mimético de
EPO mimética CH1 suprimida, que comprende trasladar un acido nucleico de
acuerdo con la reivindicacién 18, bajo condiciones in vitro, in vivo o in situ, tal que
el cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida o anticuerpo se expresa en

cantidades detectables o recuperables.
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23. Upa composicibn que comprende al menos un acido nucleico de cuerpo
mimético de EPO mimética CH1 suprimida, polipéptido de cuerpo mimético de
EPO mimética CH1 suprimida, 6 anticuerpo de cuerpo mimético de EPO mimética

CH1 suprimida de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-17.

24. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 23, en donde dicha
composiciSn ademés comprende al menos un portador o diluyente

farmacéuticamente aceptable.

@ Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 23, que ademas

comprende al menos una composicibn que comprende una cantidad
farmacéuticamente efectiva de al menos un compuesto, composicién o polipéptido
seleccionado de al menos una etiqueta detectable o reportero, un antagonista de
TNF, un medicamento anti-infectivo, un medicamento de sistema cardiovascular
(CV), un medicamento del sistema nervioso central (CNS), un medicamento del
sistema nervioso automatico (ANS), un medicamento del tracto respiratorio, un
medicamento del tracto gastrointestinal (GI), un medicamento hormonal, un
medicamento o fluido o balance de electrolito, un medicamento hematolégico, un
antineoplastico, un medicamento de inmunomodulacién, un medicamento
oftdlmico, 6tico 0 nasal, un medicamento t6pico, un medicamento nutricional, una

citoquina 6 un antagonista de citoquina.
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Una composicidn de acuerdo con la reivindicacién 23, en una forma de al
menos una seleccionada de un liquido, gas, o seca, solucién, mezcla, suspension,

emulsién o coloide, una preparacién liofilizada o un polvo.

5 ( 273 Un método para diagnosticar o tratar una condicion relacionada con ligando

10

15

20

de EPO en una célula, tejido, 6rgano o animal, que comprende

(a) contactar o administrar una composicién que comprende una
cantidad efectiva de al menos un #cido nucleico, polipéptido o anticuerpo de
cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida, de acuerdo con cualquiera de

las reivindicaciones 1-17, con, o a, dicha célula, tejido, érgano o animal.

28. Un método de acuerdo con la reivindicaciébn 27, en donde dicha cantidad
efectiva es 0.001-50 mg de anticuerpo de cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida; 0.000001-500 mg de dicho cuerpo mimético de EPO mimética CH1
suprimida; o 0.0001-100 pg de dicho &cido nucleico de cuerpo mimético de EPO

mimética CH1 suprimida por kilogramo de dichas células, tejido, érgano o animal.

28. Un método de acuerdo con la reivindicacién 27, en donde dicho contacto o
dicha administracion es por al menos un modo seleccionado de parenteral,
subcutaneo, intramuscular, intravenoso, intrarticular, intrabronquial,
intraabdominal, intracapsular, intracartiiagenoso, intracavitario, intracelial,

intracelebelar, intracerebroventricular, intractlico, intracervical, intragastrico,
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intrahepdtico, intramiocardial, intracesteal, intrapélvico, intrapericardiaco,
intraperitoneal, intrapleural, intraprostatico, intrapulmonar, intrarrectal, intrarrenal,
intrarretinal, intraespinal, intrasinovial, intratordcico, intrauterino, intravesical,

intralesional, bolo, vaginal, rectal, bucal, sublingual, intranasal, o transdémico.

30. Un método de acuerdo con la reivindicacién 27, que ademas comprende
administrar, antes, concurrentemente o después de dicho (a) contacto o
administracién, de al menos una composicion que comprende una cantidad
efectiva de al menos un compuesto, o polipéptido seleccionado de al menos uno
de una etiqueta o reportero, un antagonista de TNF, un medicamento anti-
infectivo, un medicamento de sistema cardiovascular (CV), un medicamento del
sistema nervioso central (CNS), un medicamento del sistema nervioso automético
(ANS), un medicamento del tracto respiratorio, un medicamento del tracto
gastrointestinal (Gl), un medicamento hormonal, un medicamento o fluido o
balance de electrolito, un medicamento hematolégico, un antineoplastico, un
medicamento de inmunomodulacién, un medicamento oftdlmico, ético o nasal, un
medicamento topico, un medicamento nutricional, una citoquina é un antagonista

de citoquina.

31. Un dispositivo que comprende al menos un polipéptido, anticuerpo o acido
nucleico de cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimido, de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1-17, en donde dicho dispositivo es adecuado

para contactar o administrar dicha al menos una de dicho polipéptido, anticuerpo o
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acido nucleico de cuerpo mimético de EPO mimética CH1 suprimida, por al menos
un modo seleccionado de parenteral, subcutdneo, intramuscular, intravenoso,
intrarticular, intrabronquial, intraabdominal, intracapsular, intracartilagenoso,
intracavitario, intracelial, intracelebelar, intracerebroventricular, intracdlico,
intracervical, intragastrico, intrahepatico, intramiocardial, intracesteal, intrapélvico,
intrapericardiaco, intraperitoneal, intrapleural, intraprostatico, intrapulmonar,
intrarrectal, intrarenal, intrarretinal, intraespinal, intrasinovial, intratoracico,
intrauterino, intravesical, intralesional, bolo, vaginal, rectal, bucal, sublingual,

intranasal, o tfransdémico.

32. Un articulo de fabricacién para farmacéutico humano o uso de diagnéstico,
que comprende material empacado y un recipiente que comprende al menos un
polipéptido, anticuerpo o &cido nucleico de cuerpo mimético aislado de EPO

mimética CH1 suprimida de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-17.

33. El articulo de fabricacién de la reivindicacién 34, en donde dicho recipiente
es un componente de un dispositivo o sistema de suministro parenteral,
subcutdneo, intramuscular, intravenoso, intrarticular, intrabronquial,
intraabdominal, intracapsular, intracartilagenoso, intracavitario, intracelial,
intracelebelar, intracerebroventricular, intracélico, intracervical, intragéstrico,
intrahepdtico, intramiocardial, intracesteal, intrapélvico, intrapericardiaco,

intraperitoneal, intrapleural, intraprostatico, intrapulmonar, intrarrectal, intramenal,
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intrarretinal, intraespinal, intrasinovial, intratordcico, intrauterino, intravesical,

intralesional, bolo, vaginal, rectal, bucal, sublingual, intranasal, o transdérmico.

34. Un método para producir al menos al menos un polipéptido, anticuerpo o
écido nucleico de cuerpo mimético aislado de EPO mimética CH1 suprimida de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-17, que comprende proporcionar
al menos una célula huésped, anima transgénico, planta trangénica, célula de
planta capaz de expresar en canlidades detectables o recuperables dicho

polipéptido, anticuerpo o acido nucleico.
35. Al menos un polipéptido, anticuerpo o &cido nucleico de cuerpo mimeético de

EPO mimética CH1 suprimida, producido por un método de acuerdo con la

reivindicacion 34.
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<220>
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<221>
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<223>
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1
14
PRT
Artificial
péptido
caracteristica misc
{2)..(2)
Xaa puede ser cualquier
caracteristica misc
(4)..(5)
Xaa puede ser cualquier
caracteriastica misc
(8)..(8)
Xaa pueda ser cualquier
caracteristica nisc
(11)..(11)
Xaa puede ser cualquier
caracteristica misc
(13)..(13)
Xaa puede ser cualquier

1

aminodcido

aminoacido

aminodcido

aminoacido

aminodcido

de

de

de

de

de

ocurrencia

ocurrencla

ocurrencia

ocurrencia

ocurrencla

natural

natural

natural

natural

natural

jas
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Tyr Xaa Cys Xaa Xaa Gly Pro Xaa Thr Trp Xaa Cys Xaa Pro

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

5
2
28
PRT
Artificial
péptido

caracteristica misc
{(2)..(2)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
{4)..(5)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(8)..(8)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(11)..(11)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
{13)..({13)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(16)..(16)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misac
(18)..(19)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(22) .. (22)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
{25)..(25)

<220>

<221> caracteristica misc
<222> (16)..(16)

<223>

<220>

<221> caracteristica misc
<222> (108)..{19)

1o

aminodcido

aminoidcido

aminoAcido

aminoécido

aminoécido

amincécido

aminoacido

aminodcido
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de

de

de

de

de

de

de

de

ocurrencia

ocurrencia

ocurrencia

ocurrencia

ocurrencia

ocurrencia

ocurrencia

ocurrencia

natural

natural

natural

natural

natural

natural

natural

natural

Xaa puede ser cualquier aminodcido de ocurrencia natural



<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Xaa puede ser cualquier aminodcido de ocurrencia

caracteristica misc
(27)..(27)

Xaa puede ser cualquier aminodcido de ocurrencia

2

Tyr Xaa Cys Xaa Xaa Gly Pro Xaa Thr Trp Xaa Cys Xaa Pro

1

5

10

Cys Xaa Xaa Gly Pro Xaa Thr Trp Xaa Cys Xaa Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

20

3

28

PRT
Artificlal

péptido

caracteristica misc
(2)..(2)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(4)..(5)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
{(B)..(8)
Xaa puede ser cualquler

caracteristica misc
{11)..(11)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
{13)..(13)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
{16)..(16)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(18)..(19)

25

amincdcido

aminodcido

aminodcido

aminodcido

aminodcido

aminodcido

de

de

de

de

de

de

ocurrencia

ocurrencia

ocurrencia

ocurrencia

ocurrencila

ocurrencia

natural

natural

Tyr Xaa
15

natural

natural

natural

natural

natural

natural



<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido de ocurrencia

<220>

<221> caracteristica misc

<222> (22)..(22)

<223> Xaa puede ser cualquler aminocdcide de ocurrencia

<220>

<221> caracteristica misc

€222> (25)..(25)

<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido de ocurrencia

<220>

<221> caracteristica misc

<222> (27)..(27)

<223> Xaa puede ser cualquier amino&cido de ocurrencla

<400> 13

Tyr Xaa Cys Xaa Xaa Gly Pro Xaa Thr Trp Xaa Cys Xaa Pro
1 5 10

Cys Xaa Xaa Gly Pro Xaa Thr Trp Xaa Cys Xaa Pro

20 25
<210> 4
<211> 28
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<220>

<221> caracteristica misc

<222> (2)..(2)

<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido de ocurrencia

<220>

<221> caracteristica misc

€222> (4)..({5)

<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido de ocurrencia

<220>

<221> caracteristica misc

<222> ({8)..(8)

<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido de ocurrencia

<220>

<221> caracteristica misc

<222> (11)..({11)

<223> Xaa puede ser cualquler aminodcido de ocurrencia

<220>
<221> caracteristica misc

natural

natural

natural

natural

Tyr Xaa
15

natural

natural

natural

natural

1ot



<222> (13)..(13)

<223> Xaa puede ser cualgquier
<220>

<221> caracteristica misc
<222> (16)..(16)

<223> Xaa puede ser cualquier
<220>

<221> caracteristica misc
<222> (18})..(19)

<223> Xaa puede ser cualquier
<220>

<221> caracteristica misc
<222> (22)..(22)

<223> Xaa puede ser cualquier
<220>

<221> caracterlstica misc
<222> (25)..(25)

<223> Xaa puede ser cualquier
<220>

<221> caracteristica misc
<222> (27)..(27)

<223> Xaa puede ser cualquier
<400> 4

Tyr Xaa Cys

1 5

Cys Xaa Xaa

20
<210> 5
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 5
Gly Gly Thr
1 5

Pro Gln Gly Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

20
PRT
Homo sapiens

aminodcido

aminoadcido

aminoécldo

aminodcido

aminodcido

aminodcido

10

25

10

de

de

de

de

de

de

ocurrencia

ocurrencia

ocurrencia

ocurrencia

ocurrencia

ocurrenclia

Xaa Xaa Gly Pro Xaa Thr Trp Xaa Cys Xaa Pro

Gly Pro Xaa Thr Trp Xaa Cys Xaa Pro

natural

natural

natural

natural

natural

natural

Tyr Xaa
15

Tyr Ser Cys His Phe Gly Pro Leu Thr Trp Val Cys Lys

15

201



<400> 6

Gly Gly Asp
1
Pro Leu Gly

<210> 7
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo
<400> 7
Gly Gly Val
1

Pro Leu Gly

<210> 8
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo
<400> 8

Val Gly Asn
1

Pro Gly Gly

<210> 9
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo
<400> 9
Gly Gly Leu
1

Tyr Lys Gly

<210> 10

Tyr His Cys Arg Met Gly Pro Leu Thr Trp Val Cys Lys
5 10 15

Gly
20

sapiens

Tyr Ala Cys Arg Met Gly Pro Ile Thr Trp Val Cys Ser
5 10 15

Gly

20

saplens

Tyr Met Cys His Phe Gly Pro Ile Thr Trp Val Cys Arg
5 10 15

Gly

20

saplens

Tyr Leu Cys Arg Phe Gly Pro Val Thr Trp Asp Cys Gly
5 10 15

Gly

20

702



<21l1>
<212>
<213>

20

PRT
Homo
<400> 10

Gly Gly Thr
1

Pro Gln Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

11
40
PRT
Homo
<400> 11

Gly Gly Thr
1

Pro Gln Gly

Trp Val Cya
35

<210>
<211>
<212>
<213>

12
23
PRT
Homo
<400> 12

Gly Gly Thr
1

Pro Gln Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

13
23
PRT
Homo
<400> 13
Gly Gly Thr
1

703

sapliens

Tyr Ser Cys His Phe Gly Pro Leu Thr Trp Val Cys Lys
5 10 15

Gly

20

sapiens

Tyr Ser Cya His Phe Gly Pro Leu Thr Trp Val Cys Lys
5 10 15

Gly Gly Gly Thr Tyr Ser Cys His Phe Gly Pro Leu Thr
20 25 30

Lys Pro Gln Gly Gly
40

sapiens

Tyr Ser Cys Hls Phe Gly Pro Leu Thr Trp Val Cys Lys
5 10 15

Gly Ser Ser Lys

20

saplens

Tyr Ser Cys His Phe Gly Pro Leu Thr Trp Val Cys Lys
5 10 15



Pro Gln Gly Gly Ser Ser Lys
20

<210> 14

<211> 23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Gly Gly Thr Tyr Ser Cys His Phe Gly Pro Leu Thr Trp Val Cys Lys
1 5 10 15

Pro Gln Gly Gly Ser Ser Lys
20

<210> 15

<211> 46

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Gly Gly Thr Tyr Ser Cys His Phe Gly Pro Leu Thr Trp Val Cys Lys
1 5 10 15

Pro Gln Gly Gly Ser Ser Lys Gly Gly Thr Tyr Ser Cysa His Phe Gly
20 25 30

Pro Leu Thr Trp Val Cys Lys Pro Gln Gly Gly Ser Ser Lys
a5 40 45

<210> 16

<211> 23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16
Gly Gly Thr Tyr Ser Cys His Phe Gly Pro Leu Thr Trp Val Cys Lys
1 5 10 15

Pro Gln Gly Gly Ser Ser Lys
20

<210> 17
<211> 10



<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

PRT
Artificial

péptido

caracteristica misc
{2)..(3)
Xaa puede ser cualquier aminodcido de ocurrencia natural

caracteristica misc
(6)..(6)
Xaa puede ser cualgquier aminoécido de ocurrencia natural

caracteristica misc
(9)..{(9)
Xaa puade ser cualquier aminodcido de ocurrencia natural

17

Cys Xaa Xaa Gly Pro Xaa Thr Trp Xaa Cys

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

5 10

18

19

PRT

Homo sapiens

18

Gly Gly Thr Tyr Ser Cys His Gly Pro Leu Thr Trp Val Cys Lys Pro

1

5 10 15

Gln Gly Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

19
19
PRT
Homo saplens

19

Val Gly Asn Tyr Met Ala His Met Gly Pro Ile Thr Trp Val Cys Arg

1

5 10 15

Pro Gly Gly



<210> 20
<211> 18
<212> PRT
<213> Homo

<400> 20
Gly Gly Pro
1

Ile Cys

<210> 21
<211> 18
<212> PRT
<213> Homo

<400> 21
Gly Gly Thr
1

Pro Gln

<210> 22
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo

<400> 22

Gly Gly Leu
1
Pro Leu Arg

<210> 23
<211> 22
<212> PRT
<213> Homo

<400> 23

Thr Ile Ala
1l

205

sapiens

His His Val Tyr Ala Cys Arg Met Gly Pro Leu Thr Trp
5 10 15
saplens

Tyr Ser Cys His Phe Gly Pro Leu Thr Trp Val Cys Lys
5 10 15
saplens

Tyr Ala Cys His Met Gly Pro Met Thr Trp Val Cys Gln
5 10 15

Gly
20

saplens

Gln Tyr Ile Cys Tyr Mat Gly Pro Glu Thr Trp Glu Cys
5 10 15



Arg Pro Ser Pro Lys Ala

20
<210> 24
<211> 13
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 24
Tyr Ser Cys His Phe Gly Pro Leu Thr Trp Val Cys Lys
1 5 10
<210> 25
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 25
Tyr Cys His Phe Gly Pro Leu Thr Trp Val Cys
1 5 10
<210> 26
<211> 10
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> péptido
<220>
<221> caracteristica misc
<222> (1)..(3)
<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido de ocurrencia natural
<220>
<221> caracteristica misc
<222> (6)..(6)
<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido de ocurrencia natural
<220>
<221> caracteristica misc
<222> (9)..(10)
<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido de ocurrencia natural
<400> 26

Xaa Xaa Xaa Gly Pro Xaa Thr Trp Xaa Xaa

1

5 10



LR
<210> 27
<211> 12
<212> PRT
<213> Artificilal
<220>
<223> péptido
<220>
<221> caracteristica misc
<222> (2)..({5)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoicido de ocurrencia natural
<220>
<221> caracteristica misc
<222> ({8)..(8)
<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido de ocurrencia natural
<220>
<221> caracteristica misc
<222> (11)..(12)
<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido de ocurrencia natural
<400> 27
Tyr Xaa Xaa Xaa Xaa Gly Pro Xaa Thr Trp Xaa Xaa
1 5 10
<210> 28
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> péptido
<220>
<221> caracteristica misc
<222> (1)..(1)
<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido de ocurrencia natural
<220>
<221> caracteristica misc
<222> (3)..(6)
<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido de ocurrencia natural
<220>
<221> caracteristica misc
<222> (9)..(14)
<223> Xaa puede ser cualquier aminodclido de ocurrencia natural
<400> 28

Xaa Tyr Xaa Xaa Xaa Xaa Gly Pro Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa



1o

aminodcido

aminoécido

aminodcido

aminoacido

aminodcido

aminodcido

de

de

de

de

de

de

ocurrencia

ocurrencia

ocurrencia

ocurrencia

ocurrencia

ocurrencia

Xaa Tyr Xaa Cys Xaa Xaa Gly Pro Xaa Thr Trp Xaa Cys Xaa

1 5

<210> 29

<211> 16

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido

<220>

<221> caracteristica misc
<222> (1)..(1)

<223> Xaa puede ser cualquier
<220>

<221> caracteristica miasc
<222> (3)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier
<220>

<221> caracteristica misc
<222> (5)..(6)

<223> Xaa puede ser cualquier
<220>

<221> caracteristica misc
<222> (9)..(9)

<223> Xaa puede ser cualquier
<220>

<221> caracteristica misc
<222> (12}..(12)

<223> Xaa puede ser cualquier
<220>

<221> caracteristica misc
<222> (14)..(16)

<223> Xaa puede ser cualquier
<400> 29

1 5

<210> 30

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30

Gly Gly Leu Tyr

1

Leu Cys Arg Phe Gly
5

10

10

natural

natural

natural

natural

natural

natural

Xaa Xaa
15

Pro Val Thr Trp Asp Cys Gly

15



Tyr Lys Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

31
20
PRT
Homo

31

Gly Gly Thr

1

Pro Gln Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

32
20
PRT
Homo

32

Gly Gly Asp

1

Pro Leu Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

33
20
PRT
Homo

33

Val Gly Asn

1

Pro Gly Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

34
20
PRT
Homo

34

Gly
20

sapiens

Tyr Ser Cys His Phe Gly Pro Leu Thr Trp Val Cys Lys

5 10 15
Gly
20
sapiens
Tyr His Cys Arg Met Gly Pro Leu Thr Trp Val Cys Lys

5 10 15

Gly
20

sapiens

Tyr Met Cys His Phe Gly Pro Ile Thr Trp Val Cys Arg
5 10 15

Gly
20

sapiens

210



Gly Gly Val
1

Pro Leu Gly

210> 235
<211> 19
<212> PRT
<213> Homo

<400> 35
val Gly Asn
1

Pro Gly Gly

<210> 36
<211> 18
<212> PRT
<213> Homo

<400> 36
Gly Gly Thr
1

Pro Gln

<210> 37
<211> 21
<212> PRT
<213> Homo

<400> 37
Gly Gly Leu
1

Gln Pro Leu

<210> 38
<211> 22
<212> PRT

Tyr Ala Cys Arg Met Gly Pro Ile Thr Trp Val Cys Ser
5 10 15

Gly

20

sapiens

Tyr Met Ala His Met Gly Pro Ile Thr Trp Val Cys Arg
5 10 15
sapiens

Tyr Ser Cya His Phe Gly Pro Leu Thr Trp Val Cys Lys
5 10 15
sapiens

Tyr Ala Cys His Met Gly Pro Met Thr Ala Ile Val Cys
5 10 15

Arg Gly

20



<213>

<400>

Homo

38

Thr Ile Ala

1

Arg Pro Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

39
13
PRT
Homo

K}

Tyr Ser Cys

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

40
11
PRT
Homo

40

Tyr Cys His

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

41
12
PRT
Homo

41

Ser Cys His

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

42
13
PRT

sapiens

Gln Tyr Ile Cys Tyr Met Gly Pro Glu Thr Trp Glu Cys

5 10 15

Pro Lys Ala
20

sapiens

His Phe Gly Pro Leu Thr Trp Val Cys Lys
5 10

saplens

Phe Gly Pro Leu Thr Trp Val Cys
5 10

sapiens

Phe Gly Pro Leu Thr Trp Val Cys Lys
5 10

Artificilal

péptido

caracteristica misc
(2)..(2)

A7



<223> Xaa puede ser cualgquier aminodcido de ccurrencia natural

<220>
<221> caracteristica
<222> (4)..({6)

misc

<223> Xaa puede ser cualguier aminodcido de ocurrencia natural

<220>
<221> caracteristica
<222> (9)..(9)

misc

<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido de ocurrencia natural

<220>

<221> caracteristica misc

<222> (12)..(13)

<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido de ocurrencia natural

Ala Xaa Asn Xaa Xaa Xaa Gly Pro Xaa Thr Trp Xaa Xaa

<400> 42

1 5
<210> 43

<211> 100

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 43
tacaggccca gatccaggge

gcaagcccca gggeggegga

<210> 44
<211> 96
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 44
cggagcctee cecgetteceg

ggcagctgta ggtaccgccc

<210> 45
<211> B85
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 45
tacaggccca gggcggtacc

cccagggegqg cggatcaggt

10

ggtacctaca gctgecactt cgggecccte acgtgggtgt

agcgggggag gctccggtac

ccgecctggg gettgcacac ccacgtgagg ggcccgaagt

tggatctggg cctgta

tacagctgece acttcgggec cctcacgtgg gtgtgcaage

aagtt

60

100

60
96

60

85

all
213



<210> 46
<211> B89
<212> DNA
<213> Homo

<400> 46

sapiens

ctagaactta cctgatccgc cgcecctgggg cttgcacacc cacgtgaggg gcccgaagtg 60

gcagctgtag gtaccgeecet gggeetgta 89

<210> 47
<211> 35
<212> PRT
<213> Homo

<400> 47
Glu Pro Lys
1

Pro Glu Leu

Arg Val Val
35

<210> 48
<211> 51
<212> PRT
<213> Homo

<400> 48
Gln Ile Gln
1l

Val Cys Lys

Val Thr val
35

Pro Pro Cys
50

<210> 49
<211> 51
<212> PRT
<213> Homo

sapiens

Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
5 10 15

Leu Gly Gly Pro Ser Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr
20 25 30

sapiens

Gly Gly Thr Tyr Ser Cys His Phe Gly Pro Leu Thr Trp
5 10 15

Pro Gln Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Thr Leu
20 25 30

Ser Ser Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys
40 45

sapiens

¥
24



<400>
Gln Ile
1

val Cys

Val Thr

Pro Pro
50

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Gln Ile
1l

Val Cys

Val Thr

Pro Pro

50

Phe Pro

65

Val Thr

Phe Asn

Pro Arg

49

Gln

Lys

val
35

Cys

50
269
PRT
Homo

50

Gln

Lys

Val

35

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu
115

Gly Gly Thr Tyr Ser

5

Pro Gln Gly Gly Gly

20

Ser Ser Glu Pro Lys

sapiens

Gly

Pro

20

Ser

Pro

Lys

Val

Tyr

100

Glu

Gly

5

Gln

Ser

Ala

Pro

Val

85

vVal

Gln

Thr

Gly

Glu

Pro

Lys

70

Val

Asp

Tyr

Tyr

Gly

Pro

Glu

55

Asp

Asp

Gly

Asn

40

Ser

Gly

Lys

1c

Leu

Thr

Val

Val

Ser
120

Cys His Phe Gly Pro Leu Thr Trp

10

Ser Gly Gly Gly Ser Gly

Ser Cys Asp Lys Thr

Cys His Phe
10

Ser Gly Gly
25

Ser Cys Asp
Leu Gly Gly

Leu Met Ile
75

Ser His Glu
90

Glu Val His
105

Thr Tyr Arqg

Gly

Gly

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

45

Pro

Ser

Thr

45

Ser

Arg

Pro

Ala

Val
125

30

Hisa

Leu

Gly

30

His

Val

Thr

Glu

Lys
110

Ser

15

Thr

Thr

Thr

15

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

95

Thr

Val

Leu

Cys

Trp

Leu

Cys

Leu

Glu

80

Lys

Lys

Leu

=

V)



Thr Val
130

Val Ser
145

Ala Lys

Arg Asp

Gly Phe

Pro Glu
210

Ser Phe
225

Gln Gly

His Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Gln Ile
1

val Cys

Val Thr

Pro Ala

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr
195

Asn

Phe

Asn

Thr

51
266
PRT
Homeo
5l

Gln

Lys

Val

35

Pro

His

Lys

Gln

Leu

180

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
260

Gln

Ala

Pro

165

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

245

Lys

sapiens

Gly Gly

Pro
20

Ser

Glu

5

Gln

Ser

Phe

Asp

Leu

150

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

230

Ser

Ser

Thr

Gly

Glu

Leu

Trp

135

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

215

Lys

Cys

Leu

Tyr

Gly

Ser

Gly

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

200

Thr

Leu

Ser

Ser

Ser

Gly

Lys

40

Gly

Asn

Pro

Gln

val

185

Val

Pro

Thr

Val

Leu
265

Cys

Ser

25

Tyr

Pro

Gly

Ile

Val

170

Ser

Glu

Pro

Val

Met

250

Ser

His

10

Gly

Gly

Ser

Lys

Glu

155

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

235

His

Pro

Phe

Gly

Pro

Val

Glu

140

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

220

Lys

Glu

Gly

Gly

Gly

Pro

Phe

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

205

Asp

Ser

Ala

Lys

Pro

Ser

Cys

45

Leu

Lys

Ile

Pro

Leu

150

Asn

Ser

Arg

Leu

Leu

Gly

Pro

Phe

Cysa

Ser

Pro

175

Val

Gly

Asp

Trp

His
255

Thr

15

Thr

Ser

Pro

Lys

Lys

160

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

240

Asn

Trp

Leu

Cys

Pro

216



Lys

65

Val

Tyr

Glu

His

Lys

145

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

225

Val

Gln

50

Pro

Val

Val

Gln

Gln

130

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

210

Tyr

Phe

Lys

Lys

Val

Asp

Phe

115

ABp

Leu

Arg

Lys

Asp

195

Lys

Ser

Ser

Ser

<210> 52
<211> 237

Asp

Asp

Gly

100

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

180

Ile

Thr

Arg

Cys

Leu
260

Thr

Val

B5

Val

Ser

Leu

Ser

Pro

165

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

245

Ser

Leu

70

Ser

Glu

Thr

Asn

Ser

150

Gln

Val

Val

Pro

Thr

230

Val

Leu

55

Met

Gln

val

Tyr

Gly

135

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

215

Val

Met

Ser

Ile

Glu

His

Arg

120

Lys

Glu

Tyr

Leu

200

Val

Asp

Him

Leu

Ser

Asp

Asn

105

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

185

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
265

Arg

Pro

80

Ala

val

Tyr

Thr

Leu

170

Cys

Ser

Agp

Ser

Ala

250

Lys

Thr

75

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

155

Pro

Leu

Aan

Ser

Arg

235

Leu

60

Pro

Val

Thr

Val

Cys

140

Ser

Pro

val

Gly

Asp

220

Trp

His

Glu

Gln

Lys

Leu

125

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

205

Gly

Gln

Val

Phe

Pro

110

Thr

val

Ala

Gln

Gly

190

Pro

Ser

Glu

His

Thr

Asn

95

Arg

Val

Ser

Lys

Glu

175

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
255

Cys

80

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

160

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

240

Thr

23



<212> PRT
<213> Homoe
<400> 52

Gln Ile Gln
1

Val Cys Lys

Vval Thr val
35

<210>
<211>
<212>
<213>

53
25
PRT
Homo
<400> 53

Gln Ile Gln
1

Val Cys Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

54
102
PRT
Homo

<400> 54
Ser Val Phe
1

Arg Thr Pro

Pro Glu Val
35

Ala Lys Thr
50

Val Ser Val
65

sapiens

Gly Gly Thr Tyr Ser Cys His Phe Gly Pro Leu Thr Trp
5 10 15

Pro Gln Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Thr Leu
20 25 30

Ser Ser

sapiens

Gly Gly Thr Tyr Ser Cys His Phe Gly Pro Leu Thr Trp
5 10 15

Pro Gln Gly Gly Gly Ser
20 25

sapiens

Thr Met Ile Ser

15

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Leu

5 10

Glu
20

Val Thr Val Val His

30

Cys Val Val Asp Ser

25

Glu Asp

Phe Asn Val Glu

45

Lys Trp Tyr Val His Asn

40

Val Asp Gly

Glu
55

Glu Ser Thr

60

Lys Pro Arg Gln Tyr Asn Tyr Arg Val

Thr Val
70

Leu Leu His Gln Asp Trp Leu Asn

75

Gly Lys Glu

80



Tyr Lys Cys

Thr Ile Ser

<210> 55
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo
<400> 55
Gly Gln Pro
1

Glu Leu Thr

Tyr Pro Ser
35

Asn Asn Tyr
50

Phe Leu Tyr
65

Asn Val Fhe

Thr Gln Lys

<210> 56
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo

<400> 56
Glu Ser Lys
1l

Leu Gly Gly

Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys
85 90 95

Lys Ala Lys

100

sapiens

Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp
5 10 15

Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe
20 25 30

Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu
40 45

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
55 60

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly
70 75 80

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr
85 90 95

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
100 105

saplens

Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro Ala Pro Glu Phe
5 10 15

Pro

219



<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Ser Val
1l

Arg Thr

Pro Glu

Ala Lys
50

Val Ser
65

Tyr Lys

Thr Ile

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Gly Gln
1l

Glu Met

Tyr Pro

57
lo2
PRT
Homo
57

Phe

Pro

Val
35

Thr

Val

Cys

Ser

58
107
PRT
Homo
58

Pro

Thr

Ser
35

20

saplens

Leu

Glu

20

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys
100

Phe

val

Phe

Pro

Thr

val

85

Ala

sapiens

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

70

Ser

Lys

Pro

Cys

Trp

Glu

55

Leu

Asn

Lys Pro Lys
10

Val Val Val
25

Tyr Val Asp
40

Glu Gln Phe

His Gln Asp

Lys Gly Leu
90

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

75

Pro

Thr

Val

Val

Ser

60

Leu

Ser

Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

5

Lya Asn Gln Val

20

Asp Ile Ala Val

1o

Ser Leu Thr Cys Leu

25

Glu Trp Glu Ser Asn

10

Leu

Ser

Glu

45

Thr

Asn

Ser

Pro

Val

Met

Gln

30

Val

Tyr

Gly

Ile

Ser

Lys
30

Ile Ser

15

Glu Asp

His Asn

Arg Val

Lys Glu

Glu Lys
g5

Gln Glu
15

Gly Phe

Gly Gln Pro Glu

45



Asn Asn
50

Phe Leu
65

Asn Val

Thr Gln

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Ser Val
1

Arqg Thr

Pro Glu

Ala Lys
50

Val Ser
65

Tyr Lys

Thr Ile

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Tyr

Tyr

Phe

Lys

59
102
PRT
Homo
59

Phe

Pro

Val
35

Thr

Val

Cys

Ser

60
107
PRT
Homo

60

Lys Thr

Ser Arg

Ser Cys
85

Ser Leu
100

sapiens

Leu Phe

Glu Val

20

Gln Phe

Lys Pro

Leu Thr

Lys Val
85

Lys Ala
100

saplens

Thr

Leu

70

Ser

Ser

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

70

Ser

Lys

Pro

55

Thr

Val

Leu

Pro

Cys

Trp

Glu

55

Leu

Asn

Pro

Val

Met

Ser

Lys

Val

Tyr

40

Glu

His

Lys

val

Asp

His

Leu
105

Pro

Val

25

val

Gln

Gln

Gly

Leu

Lys

Glu

90

Gly

Lys

10

Val

Asp

Phe

Asp

Leu
90

Asp

Ser

75

Ala

Lys

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

75

Pro

Ser Asp Gly Ser Phe

60

Arg Trp Gln Glu Gly

Leu His Asn His

Thr Leu

Val Ser

Val Glu
45

Ser Thr
60

Leu Asn

Ser Ser

Met

Gln

30

vVal

Tyr

Gly

Ile

95

Ile

15

Glu

His

Arg

Lys

Glu
95

80

Tyr

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

29
px2



Gly Gln
Glu Met
Tyr Pro

Asn Asn
50

Phe Leu
65

Asn Val
Thr Gln

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Gly Gly
1

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Gly Gly
1

Pro Gln

Ser Ser

Pro

Thr

Ser
35

Tyr

Tyr

Phe

Lys

61

4
PRT
Homo

61

Gly

62
54
PRT
Homo
62

Thr

Gly

Glu
35

Arg

Lys

20

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
100

Glu

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

85

Leu

saplens

Ser

sapiens
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Karen, A.; 1720 Hunter Lane, Perkiomenvillo, PA 18074
(us)

() Agenie: JOHNSON, Phillp, 8. ei al;; Ove Johoson &
Johnson Plaxs, New Brunswick, NJ 08933 (US).

(81) Designated Siutes (rationsl): AE. AG, AL, AM:AT, AU,
AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN,QD, Gk, CU,
CZ, DE, DK, DM, DZ, BC, EE, ES, F1, B, GD, 08, GH,
GM, IR, HU, ID, IL., IN, IS, JP, KB, KG, XP. KR, KZ, LC,
LK, LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD, M@, MK, MN, MW,
MX, MZ, NI, NO, NZ, OM, PH, L, PT, R0, RU, SC, 8D,
SE, 30, SK, SL. TJ, TM, TN, TR, TT, TZ. UA, UG, UZ,
VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW.

(84) Desiguated Siuies (rgionall ARIFO paient (GH, GM,
KE, LS, MW, MZ, SD, 5L, SZ, TZ, UG, ZM, ZW),
andln]llﬂl(AM.AZ.l\’.KG.lﬂz.MD.m.ﬂ.m
Buropean pawnt (AT, BH, BQ, C1L CY, CZ, DE, DK,

ES, F1, FR, GB, OR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, .RD.
3R, 51, 8K, TR), OAPT pst=nt (BF, BJ, CT, CG, CI, CM,
GA.GN.(Q.GW.M].MR.N‘B.SN.TD.TG).

For two-lazier codes and other abbreviations, refer 1o the "Guld-
arce Notet aon Codes and Abbreviations* appearing ai the bayin-
ning of each mgular kuus of the PCT Gapette.
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(57) Abstrect: The present invention relsits o st lesat oo novel EPO human CHI-deleted mimetibody or specified portion or
varisnt, inchading nolated moclelc acids that encode st lenst ane CH1-deleted mimatfhady or speciAed portion or varlant, CH -delated
mimatibody ar spocified portion or variants, voctars, host colls, transgenic animals ar plants, and methods of making and using

tharoof, Including therspentic compositions, methods and dovices.
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REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL
TRAMITE

_Usumo RADICADOR

PATENTE DE INVENCION ' MODELO DE UTILIDAD () (]
{

- lml:mlén de que se¢ soliciia la concesidn de una patente, )
- Datos de identficacién del soliciante o de (2 persona que se presenta la solicitud. { )

- Duseripelén de la Invencién, { )}
= Dibujos.de serestos pertinentes X i)
" = Comprobants de Pago de fas tasas establecidas,

— o~ — iy

AN

 COMPLETA () " INCOMPLETA () . { )
DISERO INDUSTRIAL { )

indicaclén de que se solicita el registro de Diseflo Industrial {) { 1}
Datos de identificacion del solicitants o de la persona que presenta () ()
1a solicttud.

Representacién grifica o fotografica del Diseiio Induetrial o muestra del
Material que incorpora el disefio. ( ) { )
Comprobante de pago de las tasas establecidas { ) {

COMPLETA () INCOMPLETA ()

-~

ESQUEMA DE TRAZADO ()

- Indicaclén de que solicita el registro de un Esquema da trazado. () (3
- Datos de Identificacion del solcitante o de la persona que presenta
La solicitud.
Representacion graﬂca del esquema de trazado
Comprobante de pago de las tasas establecidas.

— g a—
Tt g g
—

—

COMPLETA ( ) INCOMPLETA () ()

Firma Rncponcalblo: QX(]wd‘Q ™M Ne:uQq
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2020
Bogotd, D.C.,
Doctor(a) Oficio N°
JIMENA ESCOBAR URIBE - 12483
Apoderado(a)
ASUNTO: Radicacion N° 05-7277

Solicitud internacional PCT/EP2003/020495

Fecha inicio fase nacional 28/0172005

Trémite 011

Evento 379

Actuacion 430

Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articuio 38
de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina, articulo 27 del
Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del
Reglamanto y Circular Unica de la Superintendencia de industria y Comercio, se le
comunica que:

B Si fuere el caso, el solicitante debe adjuntar la traduccion de los anexos del
reporte de examen preliminar intemacional (Art. 36.2.b) del tratado PCT).

B La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesion del
derecho a la patente del inventor al solicitante 0 a su causante. (Art. 26-k)
Decisién 486/00.

W Para efectos de entendimiento, y posterior digitalizaciéon de la solicitud
importante que los documentos aportados se encuentren completos, por lo tanto
se sugiere enviar un nuevo capitulo reivindicatorio, puesto que el presentado
con la solicitud contiene defectos en la numeracion.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerarg abandonada y perderé su prelacion.

Notifiquese el presente oficio conforme ajlo dispuesto en el numeral 5.2, literal e),
del capitulo quinto del titulo priméro de Ig/Circular Unica N° 10 de 2001.

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL
Jefe de la Divisidn de Nuevas Creaciones.

El anterior requenmlento fue notificado por  fiiacién _en  lista de 7910
fecha, oj ABR 2008 . Sada CAN: Tr, 4DA No. 36 50 Conmuiador; 3820840
Fax: 382 28 95. Linsa $800-810 185
Web: www.aic gov.co e-mall: [nfofdelc.gov.co
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