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Tradaccién Oficial No. 9054
. TRADUCCION OFICIAL NO. %054 DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES,
mhndaporMaﬂaMumduUneoechuT Traductora/Intérprete Oficiel segin Res.

10607 del'31 de diciembre de 1981 del Ministerio de Justicia. Bogotd, 19 de agosto de
2003.

{LEGALIZACIONES DE UN PODER (MARCAS Y PATENTES) CON TRADUCCI
AL ESPANOL, OTORGADO POR THE KENNETH S. WARREN INSTITUTE; INC.|/
A LOS DOCTORES GERMAN CASTILLO GRAU Y/O ADRIANA CASTILLO

GIBSONE Y/O LUIS FELIPE CASTILLO GIBSONE.
Ee—

PODER FIRMADO en Ossining, N.Y. por Carla Cerami, Secretaria, el 13 de junio de
2003.

RECONOCIMIENTO NOTARIAL
FIRMA Y SELLO SECO de Ia Notaria Pablica, Christine Galis. No. 01GAS(
Calificada en el Condado de Queens. Mi comisién vence el 3 de marzg de 200% 3 Vel e ein coe.
LEGALIZACIONES | D
. 005
Estado de New York _
R RODRIGUEZ
Condado de Queens - Juramentado y Suscrito . VENTIBER
Yo, GLORIA D’AMICO, Secretaria del Condado de Quedhs
Corte Suprema en y para dicho Condado, siendo la misma una corte de régistro con sello,

POR EL PRESENTE CERTIFICO QUE CHRISTINE GALIS, cuyo nombre se hs
suscrito al documento original adjunto, se encuentra comisionada y calificada como
NOTARIA PUBLICA y ha registrado su firma autografa en esta oficina, y que en el
momento de tomar dicha prueba o reconocimiento o juramento debidemente autorizada por
las leyes del Estado de Nueva York estaba autorizada para tomar lo mismo; que reconozoco
la escritura de -dicho funcionario piblico o he comparado la firma en el certificado de
prueba o reconocimiento o juramento con la firma autbgrafa registrada en esta oficina y
verdaderamente creo que la firma en el documenta original es auténtica.

[ Maria Mercedes Uscoeches
Ras No. 10607 injueticla

Traduclora Jurementeds
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Toadkesidn Ofical No. 9054 Q
EN TESTIMONIO DE LO CUAL, firmo y hago estampar mi sello oficial, hoy 31 \
de julio de 2003.

(FIRMA Y SELLO) GLORIA D'AMICO. Secretaria de Condado, Condado de
Queens
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1.  Pais: Estadog Unidos de América D.G. Colomble
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2. fue suscrito por Gloria D’ Amico SUSTAVO SAWPER RODRIGUEZ

3.  quien acta en capacidad de
4.  lieva el sello del Condado de Qucens

v 0 N

Sello 10. Firma
James Bizzari
Subsecretario Especial de Estado

LA ANTERIOR ES UNA TRADUCCION FIEL Y COMPLETA DE LA CUAL SE DEJA COPIA EN LOS ARCHIVOS
DE LA CALLE 34 NO. 18-38 (OF. 201) PARA SU CONFRONTACION. TEL. 218 1007 - 623 3301

MARIA MERCEDES URICOECHEA T.
C.C. 41.319274 BOGOTA
TRADUCTORA/INTERPRETE OFICIAL
RES. 10607 DEL 31 DE DBRE/S1, MINJUSTICIA
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CITOQUINAS RECOMBINANTES PROTECTORAS DE TEJIDO Y ACIDOS
NUCLEICOS CODIFICADORES DE LAS MISMAS PARA
PROTECCION, RESTAURACION Y MEJORAMIENTO DE CELULAS,
TEJIDOS Y ORGANOS DE RESPUESTA

Esta invenci6n reivindica prioridad a la Solicitud de patente U.S. provisional No.
60/392,455 radicada el 1 de julio de 2002 y a Ia Solicitud de patente U.S. provisional No.
60/393,423, radicada el 3 de julio de 2002, cuyo contenido total de cada una se incorpora
por referencia en este contexto.

1. INTRODUCCION

La presente invencién estd dirigida a citoquinas recombinantes de muteina
protectoras de tejido que tienen una o més sustituciones de amino &cidos, composiciones
farmacéuticas que comprenden dichas citoquinas para proteger, mantener, mejorar o
restaurar la funcién o viabilidad de células memiferas de respuesta y sus células, ejidos y
érganos asociados, Esto incluye la proteccidn de tejido excitable, tal como tejido
neuronal y cardiaco, de neurotoxinas, hipoxia y otros estimulos adversos, y el
mejoramiento de la funcién del tejido excitable, tal como para facilitar el aprendizaje o la
memoria, La presente invencié'l; también se dirige a composiciones para transportar o
facilitar el transporte de una molécula por transcitosis a través de una barrera de células
endoteliales que utiliza citoquinas recombinantes de muteina protectoras de tejido.

2. ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Durante muchos afios, la iinica funcién fisiologica clara de eritropoyetina ha sido
el control de la produccién de gldbulos rojos. Recientemente, varios puntos de evidencia
sugieren que eritropoyetina, miembro de [a superfamilia de citoquinas, cumple otras
funciones fisiolégicas importantes las cuales pueden mediarse por la interaccién con el
receptor de eritropoyetina (eritropoyetina-R). Estas acciones incluyen mitogénesis,
modulacién de influjo de calcio en las células del mmisculo blando y células neurales,
accidn vasoactiva, por ej: vasoconstriccidn/vasodilatacién, hiperactivacion de plaquetas y
efectos en el metabolismo intermedio.l Se cree que eritropoyetina proporciona respuestas
compensatorias que sirven para mejorar microambientes celulares hipéxicos, asi como
para moduler la muerte programada de célules causada por estrés metabdlico. Aunque
algunos estudios han establ.ecido que la eritropoyetina inyectada intracranealmente
protege las neuronas contra lesién neuronal hipxica, la administracién intracraneal es

\



N

una ruta imprictica y en general, inaceptable para uso terapéutico, en particular para
individuos normales. Es més, estudios previos de pacientes anémicos a quienes se les ha
administrado eritropoyetina han concluido que la eritropoyetina administrada
periféricamente no es transportada al cerebro (Marti et al., 1997, Kidney Int. 51:416-8;
Juul et al, 1999, Pediatr. Res. 46:543-547; Buemi et al, 2000, Nephrol. Dial
Transplant. 15:422-433).

Se han descrito varias formas modificadas de eritropoyetina con actividades
dirigidas a mejorar la actividad eritropoyética de la molécula, tales como las que tienen
amino écidos alterados en el terminal de carboxi deacritas en la Patente U.S. 5,457,089 y
en la Patente U.S. 4,835,260; isoformas de eritropoyetina con varios miimeros de residuos
de écido sidlico por molécula, tales como las que se describen en la Patente U.S.
5,856,298; polipéptidos descritos en la Patente 4,703,008, agonistas descritos en la
Patente U.S. 5,767,078; péptidos que se enlazan al receptor de eritropoyetina tal como se
describen en las Patentes U.S 5,773,569 y 5,830,851; y miméticos de moléculas pequefias
segun se describen la Patente U.S. 5,835,382,

La patente se dirige al uso de citoquinas recombinantes protectoras de tejido para
la proteccién, mantenimiento, mejoramiento resteuracion de células responsivas y células
y tejidos asociados y Grganos in situ asi como ex vivo, y a la entrega de una citoquina
recombinante protectora de tejido a través de una barrera de células endoteliales con el
fin de proteger y mejorar -célul_u’ de respuesta y sus células, tejidos y 6rganos asociados
distales a la vasculatura, o para transportar moléculas asociadas

3. BREVE RESUMEN DE LA INVENCION

En un aspecto, la presente invencién se dirige al uso de varias formas de
citoquines recombinantes protectoras de tejido para la preparacién de composiciones
farmacéuticas para la proteccién, mantenimiento, mejoramiento o restauracién de la
funcién o viabilidad de células mamiferas de respuesta y sus células, tejidos y 6rganos
asociados. En un aspecto en perticular, las células mamiferas de respuesta y sus células,
tejidos u 6rganos estdn distales a la vasculatura en virtud de una barrera apretada de
células endoteliales. En otro aspecto particular, las clulas, tejidos, drganos u otras partes
del cuerpo se nislan de un cuerpo mamifero, tales como aquellas para transplante. A
modo de ejemplos no limitantes, una célula o tejido de respuesta puede ser neuronal,
retinal, muscular, del corazdn, pulmén, rifién, higado, intestino delgado, corteza adrenal,
médula adrenal, endotelio capilar, testiculos, ovario, pincreas, hueso, piel o célula o
tejido del endometrio. Ademés, ejemplos no limitantes de células de respuesta incluyen
fotorreceptoras (varas y conos), ganglios, bipolares, horizontales, amacrinas, Mdller,
Purkinje, miocardio, marcapasos, nodo sinoatrial, nodo del seno, tejido de articulacion,
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nodo atrioventricular, haz de His, hepatocitos, estelada, Kupffer, mesangial, epitelio renal
intersticial tubular, gléndula intestinal (criptas), endocrina enteral, glomerulosa,
fasciculada, reticular, cromafina, pericito, Leydig, Sertoli, esperma, foliculo de Graffian,
foliculo primordial, islotes de Langerbans, células-o, células-B, células-y, células-F,
osteoprogenitoras, osteoclastos, osteoblastos, estroma endometriales, células
endometriales, células de tallo o endoteliales. Estos ejemplos de células de respuesta son
solo para fines de ilustracién. En un aspecto, la célula de respuest; o sus células, tejidos
u Organos no son células, tejidos u Organos excitables, ni predominantemente
comprenden células o tejidos excitables. En una realizacién en particular, la célula, tejido
u 6rgano mamifero para el que se usa la citoquina recombinante protectora de tejido que
_se menciona arriba, es la célula, tejido u érganc que ha gestado que gastaré un periodo de
tiempo bajo al menos una condicién adversa a la viabilidad de esa célula, tejido u 6rgano.
En una realizacién en particular, 1a célula, tejido u 6rgano mamifero para el cual se utiliza
la mencionada citoquina recombinante protectora de tejido, expresa el receptor EPO.
Este tipo de condiciones incluye hipoxia traumética in sity o disfuncién metabdlica,
hipoxia in situ inducida. quinirgicamente o disfuncién metabdlica, o exposicién a toxinas
in situ, esta Gltima puede estar asociada con quimioterapia o terapia de irradiacién. En
una realizacion, las condiciones adversas son el resultado de un dypass cardiopulmonar
(mégquina coraz.én-pulmén)' tal como se utiliza para algunos procedimientos quirfirgicos.

Las citoquinas recombi’r’lantes protectoras de tejido de esta invencién son utiles
para el tratamiento terapéutico o profilictico de enfermedades humanas del sistema
nervioso central (SNC) o del sistema nervioso periférico que tengan principalmente
sintomas neuroldgicos o siquiétricos, asi como enfermedades oftdlmicas, enfermedades
cardipvasculares, enfermedades cardiopulmonares, enfermedades respiratorias,
enfermedades renales, urinarias y reproductivas, enfermedades gastrointestinales y
anormalidades endocrinas y metabélicas.

La invencion también se dirige 8 composiciones farmacéuticas que comprenden
las anteriores citoquinas recombinantes protectoras de tejido para ser administradas a un
mamifero, preferiblemente'a un ser humano, Dichas composiciones farmacéuticas pueden
formularse pa;'n administracién intranasal o parenteral, o en forma de una solucién
perfusada para mantener las viabilidades de células, tejidos u érganos ex vivo.

Las citoquinas recombinantes protectoras de tejidos utiles para los propésitos
arriba mencionados pueden ser muteinas, o una eritropoyetina modificada genéticamente,
es decir, una eritropoyetina para la cual exista al menos una modificacién de [a base
amino Acida de la molécula nativa. “Proteina mutante™, proteina variante” o muteina”
significa una proteina ¢iue comprende una secuencia de amino &cido mutante e incluye

polipéptidos que se diferencian de la secuencia amino écida de la eritropoyetina debido a



eliminaciones, sustituciones de amino écidos, o ambas. “Secuencia nativa” se refiere a
una secuencia de amino Acido o écido nucléico que es idéntica a una forma nativa o
silvestre de un en o proteina. Ademds, en una realizacién, las citoquinas recombinantes
protectoras de tejido.de la invencién tienen actividad celular protectora, pero también
tienen uno 0 mas efectos de eritropoyetina en la medula 6sea, es decir, mis hematocritos
(eritropoyesis), accién vasoactiva (vasoconstriccién/vasodilatacién), hiperactivacién de
plaquetas, mayor produccién de trombocitos y actividades pré-coagulantes. En otra
realizacion, las citoquinas recombinantes protectoras de tejido de la invencién tiemen
actividad celular protectora, pero no tiene uno o mis de los efectos de eritropoyetina en la
medula &sea es decir, méis hematocrito (eritropoyesis) accién vasoactiva
(vasoconstriccién/vasodilatacion), hiperactivacién de plaquetes, mayor produccién de
trombocitos y actividades pro-coagulantes.  Preferiblemente, & una citoquina
recombinante celular protectora, protectora de tejido de la invencion le falta al menos uno
de los efectos de eritropoyetina en la medula ésea; més preferiblemente, a la citoquina
recombinante protectora de tejido le faltan todos los efectos de eritropoyetina en la
medula dsea.

A modo de ejemplos no limitantes, se pueden hacer cambios en uno o mis amino
icidos o hacer supresioneﬁ o adiciones, a una molécula de eritropoyetina nativa. En una
realizacidén preferida, la citoquina recombinante protectora de tejido tiene una o més
modificaciones en una o més dg las siguientes regiones: VLQRY (amino &cidos 11-15 de
eritropoyetina humana, nativa; SEP ID NO:1) y/o TKVNFYAW (amino &cidos 44-51 de
eritropoyetina humana, nativa; SEQ ID NO: 2); y/o SGLRSLTTL (amino écidos 100-108
de eritropoyetina humana nativa; SEQ ID NO: 3); y/o SNFLRF {(amino 4cidos 146-151]
de eritropoyetina humana, nativa; SEQ ID NO: 4). Se pueden proveer otras mutaciones
en los amino &cidos 7, .20, 21,29, 33, 38, 42, 59, 63, 67, 70, 83, 96, 126, 142, 143, 152,
153, 55, 156 y 161 de SEQ ID NO: 10. Estas otras mutaciones pueden ser solas o en
adicion a al menos una mutacién en al menos una de las regiones arriba mencionadas. En
algunas realizaciones, los cambios en uno o més aminodcidos de TKVNFYAW (amino
acidos 44-51 de eritropoyetina humana, nativa; SEQ ID NO: 2) resultan en una molécula
de eritropoyetina modificada con funcidn parcial, es decir, que tiene menos actividad
eritropoyética que rhu-EPQ. En otras realizaciones, cambios en uno o mis aminoécidos
de SGRSLTTL (aminoécidos 100-108 de eritropoyetina; SEQ ID NO:3) resultan en una
citoquina recombinante protectora de tejido con funcién parcial,, es decir, con menos
actividad eritropoyética que rhu-EPQ. Las citoquinas recombinantes protectoras de tejido
arriba mencionadas exhiben actividad protectora de tejido o protectora celular. Con
respecto 2 actividades eritropoyéticas, 8 las anteriores citoquinas recombinantes
protectoras de tejidos les falta o presenta una reduccién en una o més actividades
eritropoyéticas. Ejemplos de actividad eritropoyética incluyen aumento de hematocrito,
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vasoconstriccion, hiperactivacion de plaquetas, actividades pro-coagulantes y aumento en
la produccion de trombocitos. Las actividades eritropoyéticas pueden medirse por
técnicas esténdar en la técnica. Por ejemplo, los hematocrito pueden medirse utilizando
ensayos de célula UT-7 segin se describen en la Seccién 6.17, o por medio de técnicas
descritas en Pysicians’ Desk Reference (Medical Economics Company, Inc. Montvale,
NJ, 2000) cuya publicacion se incorpora en este contexto en su totalidad. En particular,
las paginas 519-525 y 2125-2131 divulgan métodos que pueden emplearse para medir
los niveles de hematocrito y se divulgan diferentes rangos de hematocrito que pueden
utilizarse como abjetivos para evitar toxicidad. Por ejemplo, en pacientes con falla renal
cronica, el PDR recomienda dosificar eritropoyetina para lograr hematocrito objetivos no

téxicos entre 30% y 36% en un paciente (por ej: ver PDR pig. 523, col. 1, I1. 17-96 y
. pig. 2129, col. 1, II. 8-93 y sus tablas en las columnas 2 y 3). El PDR observa que la
toxicidad en forma de policitemia (una condicién marcada por un aumento anormal en el
namero de glébulos rojos circulantes) puede evitarse mediante un monitoreo cuidadoso
de hematocrito y ajustar las dosis de EPO, reteniendo eritropoyetina si los hematocrito
alcanzan el extremo alto del rango objetivo (36% para esta poblacidn de pacientes) o si
sumenta en més de 4 puntos en cualquier periodo de 2 semanas, hasta que los
hematocrito regresen al rango objetivo sugerido (30% a 36% para esta poblacién de
pacientes; ver PDR, pig 523, col.1 y pag 2129, col. 1 bajo “Dose Adjustment”) Por el
contrario, para pacientes de cincer con quimioterapia, el PDR ensefia ajustar la dosis a un
nivel diferente de hematocritd, es decir, si los hematocrito exceden de 40% (ver pag
2129, col. 2 bajo “Dose Adjustment”). En una realizacién, la citoquina recombinante
protectora de tejido tiene una o més actividades eritropoyéticas, pero a niveles que no
son suficientes como para causar efectos adversos, es decir, efectos que pesen mas que el
beneficio terapéutico de la actividad protectora celular de una citoquina recombinante
protectora de tejido. En una realizacién, las citoquinas recombinantes protectoras de
tejido que poseen una o mis actividades eritropoyéticas pueden ain utilizarse en los
métodos de la invencién, siempre y cuando se midan los niveles de actividad
eritropoyética. En las realizaciones donde la citoquina recombinante protectora de tejido
posee upa 0 més actividades eritropoyéticas, éstas se pueden medir y la cantidad y/o
régimen de dosificacion de la citoquina se puede ajustar para garantizar que la citoquina
recombinante protectora de tejido no sea téxica. En las realizaciones en las que la
citoquina recombinante protectora de tejido posee una o mis actividades eritropoyéticas,
éstas se pueden medir y, la cantidad y/o régimen de dosificacién de la citoquina se puede
ajustar para garantizar que la citoquina recombinante protectora de tejido tenga toxicidad
baja. En una realizacién, la citoquina recombinante protectora de tejido exhibe una

disminucioén en una o més actividades eritropoyéticas en aproximadamente 1%, 2%, 4%,



6%, 8%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 100% en comparacién con EPO recombinante.

La invencién provee una citoquina recombinante protectora de tejido que le falta
al menos una actividad seleccionada del grupo consistente en aumento de hematocrito,
vasoconstriccién, hiperactivacion de plaquetas, actividades pro-coagulantes y aumento en
la produccién de trombocitos. La citoguina comprende al menos una actividad protectora
celular de respuesta seleccionads del grupo consistente en proteger, mantener, mejorar o
restaurar la funcién o viabilidad de una célula, tejido u érgano mamifero de respuesta.

En una realizacién de la invencidn, Ia citoquina recombinante protectora de tejido
comprende uno o mis residuos alterados de amino &cidos entre la posicién 11 y 15de la
SEQ ID NO: 10 [SEQ ID NO:1], la posicién 44 a 51 de la SEQ ID NO: 10 [SEQ ID
NO:2J; la posicién 100-108 de Ia SEQ ID NO: [SEQ ID NO:3], o la posicién 146-151 de
la SEQ ID NO:10 [SEQ ID NO:4). ‘

En otra realizacion, la citoquina recombinante protectora de tejido comprende un
residuo alterado de amino acido en una o mis de las sigvientes posiciones de SEQ ID
NO:10; 7, 20, 21, 29, 33, 38, 42, 59, 63, 67, 70, 83, 96, 126, 142, 143, 152, 153, 155, 156
o 161.

Ailn en otra realizacién, Ja citoquina recombinante protectora de tejido comprende
la secuencia amino 4cida de SEQ ID NO:10 con uno o méis de los siguientes cambios (2
cada secuencia alterada se le,ha asignado un mimero separado de identificacion de
secuencia); una alanina en el residuo 6 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:15); una
alanina en el residuo 7 tie la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:16); una serina en el residuo 7
de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:17); una isoleucina en el residuo 10 de la SEQ ID
NO:10 (SEQ ID NO:18); una serina en el residuo 11 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID
NO:19); una alanina en ‘el residuo 12 de 1a SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:20), una
alanina en el residuo 13 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:21); una alanina en el residuo
14 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:22); un 4cido glutAmico en el residuo 14 de la
SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:23); une glutamina en el residuo 14 de la SEQ ID NO:10
(SEQ ID NO:24); una alanina en el residuo 15 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:25);
une fenilalanina en el residuc 15 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:26); una isoleucina
en el residuo 15 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:27); un écido glutimico en el residuo
20 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:28); una alanina en el residuc 20 de la SEQ ID
NO:10 (SEQ ID NO:29); una alanina en el residuo 21 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID
NO:30); una lisina en el residuo 24 de 1a SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:31); una serina en
el residuo 29 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:32); una tirosina en el residuo 29 de la
SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:33); una asparagina en el residuo 30 de la SEQ ID NO:10
(SEQ ID NO:34); una treonina en el residuo 32 de [a SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:35);
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una serina en el residuo 33 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:36); una tirosina en el
residuo 33 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:37); una lisina en el residuo 38 de la SEQ
ID NO:10 (SEQ ID NO:38); una lisina en el residuo 83 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID
NO:39); una asparagina en el residuo 42 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:40); una
alanina en el residuo 42 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:41); una alanina en el residuo
43 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:42); una isoleucina en el residuo 44 de la SEQ ID
NO:10 (SEQ ID NO:43); un écido aspértico en el residuo 45 de la SEQ ID NO:10 (SEQ
ID NO:44); una alanina en el residuo 45 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:45); una
alanina en el residuo 46 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:46); una alanina en el residuo
47 de Ia SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:47); una isoleucina en el residuo 48 de la SEQ ID
- NO:10 (SEQ ID NO:48); una alanina en el residuo 48 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID
NO:49); una alanina en el residuo 49 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:50); una serina
el residuo 49 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:51); una fenilalanina en el residuo 51
de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:52); una asparagina en el residuo 51 de la SEQ ID
NO:10 (SEQ ID NO:53);-una alanina en el residuo 52 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID
NO:54); una asparagina en el residuo 59 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:55); una
treonina en el residuo 62 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:56); una serina en el residuo
67 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:57); una alanina en el residuo 70 de la SEQ ID
NO:10 (SEQ ID NO:58); una arginina en el residuo 96 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID
NO:59); una alanina en el residuo 97 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:60); una arginina
en el residuo 100 de la SEd ID NO:10 (SEQ ID NO:61); un &cido ghitimico en el
residuo 100 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:62); una alanina en el residuo 100 de la
SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:63); una treonina en el residuo 100 de la SEQ ID NO:10
(SEQ ID NO:64); una alanina en el residuo 101 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:65);
una isoleucina en el residuo 101 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:66); una alanina en el
residuo 102 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:67); una alanina en el residuo 103 de la
SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:68); un &cido glutdmico en el residuo 103 de la SEQ ID
NO:10 (SEQ ID NO:69); una alanina en el residuo 104 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID
NO:70); una isoleucina en el residuo 104 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:71); una
alanina en el residuo 105 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:72); una alanina en el
residuo 106 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:73); una isoleucina en el residuo 106 de la
SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:74); una alanina en el residuo 107 de la SEQ ID NO:10
(SEQ ID NO:75); una leucina en el residuo 107 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:76);
una lisina en el residuo 108 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:77); una alanina en el
residuo 108 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:78); una serina en el residuo 108 de Ia
SEQ ID NO:10 (SEQ ID'N0:79); una alanina en el residuo 116 de la SEQ ID NO:10
(SEQ ID NO:80); una alanina en el residuo 126 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:81);
una alanina en el residuo 132 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:82); una alanina en el



residuo 133 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:83); una alanina en el residuo 134 de la
SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:84); una alanina en el residuo 140 de la SEQ ID NO:10
(SEQ ID NO:8S), una isoleucina en el residuo 142 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID
NO:86); una alanina en el residuo 143 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:87); una
alanina en el residuo 146 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:88); una lisina en el residuo
147 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:89); una alanina en el residuo 147 de la SEQ ID
NO:10 (SEQ ID NO:90); una tirosina en el residuo 148 de la SEQ ID NO:10 (SEQID
NO:91); una alanina en el residuo 148 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:92); una
alanina en el residuo 149 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:93); una alanina en el
residuo 150 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:94); un icido glutdmico en el residuo 150
de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:95); una alanina en el residuo 151 de la SEQ ID
'NO:10 (SEQ ID NO:96); una alanina en el residuo 152 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID
NO:97); un triptofan en el residuo 152 de 1a SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:98); c una
alanina en el residuo 154 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:100); una elanina en el
residuo 155 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:101); una alanina en el residuo 158 de la
SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:102); una serina en el residuo 160 de la SEQ ID NO:10
(SEQ ID NO:103); una alanina en el residuo 161 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:104);
o una alanina en el residuo 162 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:105). En una
realizacién, la citoquina recombinante protectora de tejido comprende la secuencia de
amino écidos SEQ ID NO: ID NO:10 con una o més de las sustituciones de residuos de
amino &cidos de las SEQ ID NO: ID Nos: 1-105y 119.

Aqn en otra realizacién, Ia citoquina recombinante protectora de tejido comprende
la secuencia de amino Acidos de la SEQ ID NO: ID NO: 10 con una supresion de residuos
amino dcidos 44-49 de la SEQ ID NO: ID NO:10,

Aln en otra realizacidn, la citoquina recombinante protectora de tejido comprende
la secuencia de amino 4cido de SEQ ID NO: ID NO: 10 con al menos uno de los
siguientes cambios (a cada secuencia alterada se le ha asignado un nimero separado de
identificacién de secuencia); (i) un &cido aspértico en el residuo 45, y un acido glutidmico
en el residuo 100 de SEQ ID NO: 10 (SEQ ID NO:106); (ii) una asparagina en el residuo
30, una treonina en el residuo 32 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:107); (iii) un 4cido
aspértico en el residuo 45, un fcido glutimico en el residuc 150 de la SEQ ID NO:108);
(iv) un 4cido glutdmico en el residuo 103, y una serina en el residuo 108 de la SEQ ID
NO:10 (SEQ ID NO:109); (v) una analina en el residuo 140 y una alanina en el residuo
52 de la SEQ ID NO:10-(SEQ ID NO:110); (vi) una alanina en el residuo 140, una
analina en el residuo 52, una alanina en el residuo 45 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID
NNO:111); (vii) una alanina en el residuo 97 y una alanina en el residuo 152 de la SEQ
ID NO: 10 (SEQ ID NO:112); (iix) una alanina en el residuo 97, una alanina en el residuo



152, una alanina en el residuo 45 de la SEQ ID NO: 10 (SEQ ID NO:113); (ix) una
alanina en el residuo 97, una alanina en el residuo 152, una alanina en el residuo 45, y
una alanina en el residuo 52 de la SEQ ID NO: 10 (SEQ ID NO:114); (x) una analina en
el residuo 97, una alanina en el residuo 152, una alanina en el residuo 45, una alanina en
el residuo 52 y una alanina en el residuo 140 de la SEQ ID NO: 10 (SEQ ID NO:115);
(xi) una alanina en el residuo 97, una alanina en el residuo 152, una alanina en el residuo
45, una alanina en el residuo 52, una alanina en el residuo 140, une alanina en el residuo
154, una lisina en el residuo 24, una lisina en el residuo 38, una lisina en el residuo 83,
una lisina en residuo 24 y una alanina en el residuo 15 de la SEQ ID NO: 10 (SEQ ID
NO:116); (xii) una lisina en el residuo 24, una lisina en el residuo 38, y una lisina en el

_residuo 83 de le SEQ ID NO: 10 (SEQ ID NO:117); o (xiv) una lisina en el residuo 24 y
una alanina en ¢l residuo 15 de la SEQ ID NO: 10 (SEQ ID NO:118). En una
realizacién, la citoquina recombinante protectora de tejido comprende la secuencia de
amino acidos de SEQ ID NO: 10 con al menos una de las siguientes sustituciones de
residuos de amino 4cidos de SEQ ID Nos. 106-118.

Una realizacién de la invencién se dirige a la citoquina recombinante protectora
de tejido descrita arriba, que ademés comprende una modificacién quimica de uno o més
amino écidos. En otra realizacién, la modificacién quimica comprende alterar ia carga de
la citoquina recombinante protectora de tejido. Alin en otra realizacién, una carga
positiva o negativa es agregad} al residuo de amino Acido donde un residuo de amino
4cido carado es modificado a un residuo no cargado.

Ademis, dichas citoquinas recombinantes protectoras de tejido pueden ser
modificadas ain mas mediante una modificacién quimica de uno o més amino écidos, tal
como se describe en las siguientes solicitudes co-pendientes: solicitud PCT serie No.
PCT/US01/49479, radicada el 28 de diciembre de 2001, Solicitud de Patente U.S. Serie
No. 09/753,132 radicada el 29 de diciembre de 2000 y la Solicitud de Patente U.S. Caso
No. KW00-009C02-US radicada el 3 de julio de 2002, cada una de las cuales se
incorpora por referencia en su totalidad en este contexto. Estas otras modificaciones
quimicas pueden utilizarse para realzar las actividades protectoras de tejido de las
citoquinas recombinantes protectoras de tejido o para eliminar cualquier efecto que las
citoquinas recombinantes protectoras de tejido puedan tener en la medula ésea. En otra
realizacién, la modificacién quimica adicional se provee para restaurar la solubilidad de
la molécula que pueda redﬁcirse como resultado de la modificacién genética mencionada,
tal como agregando qﬁimicamente una carga positiva o0 negativa a la molécula si un
residuo de amino dcido cargado es cambiado por un residuo no cargado.

A modo de ejemplos no limitantes, las citoquinas recombinantes protectoras de
tejido de la invencién incluyen muteina de eritropoyetina humana S100E (SEQ ID



NO:S), muteina de edtroﬂoyetina humana K45D (SEQ ID NO:6) y cualquiera de las
citoquinas recombinantes protectoras de tejido pero también protectoras celulares o las
que puedan beneficiar a una célula, tejido u drgano de respuesta como las que describen
Elliot et al., 1997, Blood 89:493-502; Oissel et al., Journal of Biological Chemistry, vol.
268, No. 21, phgs 15983-15993 (1993); Wen et al., Journal of Biological Chemistry, vol.
269, No. 36, phgs 22839-22846 (1994) y Syed et al, Nature, vol. 395, phgs 511-516
(1996), las cuales se incorporan por referencia en su totalidad en este contexto. La
presente invencion se dirige a métodos para el uso de cuealquiera de las citoquinas
recombinantes protectoras de tejido ya mencionadas para Ja proteccién, restauracién y

mejoramiento de células, tejidos y 6rganos de respuesta.

Otras citoquinas recombinantes protectoras de tejido de la invenci6n incluyen una
eritropoyetina de las ya mencionadas que comprende al menos un amino 4cido alterado
genéticamente con al menos una modificacién adicional que puede ser otra modificacién
de al menos un amino &cido adicional de la molécula de eritropoyetina, o una
modificacién de al menos un carbohidrato de la molécula de eritropoyetina. El amino
écido genéticamente alterado puede ser el, o entre los que se modifican adicionalmente.
Naturalmente, las moléculas de la citoquina recombinante protectora de tejido, ttiles para
los propésitos de esta:invencién, pueden tener una pluralidad de modificaciones en
comparacion con la molécula de eritropoyetina nativa, tales como modificaciones
multiples de la porcién de um‘irno écido de la molécula, modificaciones miltiples de la
porcién de carbohidrato de la molécula, o al menos una segunda modificacién de la
porcion de amino cido de la molécula y al menos una modificacién de la porcién de
carbohidrato de la molécula. La molécula de la citoquina recombinante protectora de
tejido retiene su capacidad de proteger, mantener, mejorar ¢ restaurar ja funcion o
viabilidad de células mamiferas de respuesta, aunque otras propiedades de la citoquina
recombinante protectora de tejido no relacionada con la caracterfstica deseada antes
mencionada pueden estar ausentes en comparacién con la molécula nativaa En una

realizacion preferida, la citoquina recombinante protectora de tejido es no-eritropoyética.

En otra realizacion, las citoquinas recombinantes pueden modificarse mediante
fucosilacion para elterar los patrones de glicosilacién en una glicoproteina.

Una realizacién de la invenci6n se dirige a la citoquina recombinante protectora
de tejido tal como se describe arriba es una muteina de eritropoyetina humana. Ea otra
realizacién de la invencion, la citoquina recombinante protectora de tejido es una muteina
fenilglioxal de eritropoyetina humana. En otra realizacién de la invencién, la citoquina
recombinante protectora de tejido es una muteina asialoeritropoyetina humana.

En una realizacién, tal como se describe arriba, la citoquina recombinante

protectora de tejido comprende al menos una actividad protectora celular de respuesta
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seleccionada del grupo consistente en proteger, mantener, mejorar o restaurar la funcion o
viabilidad de una céluls, tejido u érgano mamifero humano. En este tipo de realizacién,
la célula mamifera de respuesta comprende una célula neuronal, muscular, del corazon,
pulmén, rifién, higado, intestino delgado, corteza adrenal, médula adrenal, capilar,
endotelio, testiculos, ovario, endometrio o célula de tallo. En otras realizaciones, la
célula comprende una célula fotorreceptora, ganglio, bipolar, horizontal, amacrina,
Miiller, miocardio, marcapasos, nodo sinoatrial, nodo del seno, nodo atrioventricular, haz
de His, hepatocitos, estelada, Kupffer, mesangial, de copa, glindula intestinal, endocrina
enteral, glomerulosa, fasciculada, reticular, cromafina, pericito, Leydig, Sertoli, esperma,
foliculo de Graffian, foliculo primordial, estroma endometriales o células endometriales.

Segln otro aspecto de la invencibn, la citoquina recombinante protectora de
tejido, que se desc.ribe arriba, puede atravesar una barrera de células endoteliales. En una
realizacion de este tipo, la barrera de células endoteliales comprende la barrera sangre-
cerebro, la barrera sangre-ojo, la barrera testiculos-sangre, la barrera sangre-ovario,
sangre-placenta, sangre-corazdn, sangre-rifién y la barrera sangre-itero,

En otre realizacién de la invencién, la citoquina recombinante protectora de tejido
que se describe ariba se modifica min més. En una realizacién, la citoquina
recombinante protectora de tejido es seleccionada del grupo compuestc-» por: (i) una
citoquina que tiene un nimero reducido o ningiin medio de 4cido sidlico; (ii) una
citoquina que tiene un niimero reducido o ningtn cerbohidrato enlazado-N o enlazado-O;
(iii) una citoquina que tiene al menos un contenido de carbohidrato reducido en virtud del
tratamiento de la citoquina nativa con al menos una glicosidasa; (iv) una citoquina que
tiene al menos uno o més carbohidratos oxidados; (v) una citoquina que tiene al menos
uno o més carbohidratos oxidados y estd reducida quimicamente; (vi) una citoquina que
tiene al menos uno o mis residuos de arginina modificados; (vii) una citoquina que tiene
al menos uno o més residuos de lisina modificados 0 una modificacion del grupo amino
de terminal-N de una molécula de citoquina; (viii) una citoquina que tiene al menos un
residuo de tirosina modificado; (ix) una citoquina que tiene al menos un residuo de 4cido
aspirtico o #cido glutimic-:o modificado; (x) una citoquina que tiene un residuo de
triptofan modificado; (xi) una citoquina a la que se le ha retirado al menos un grupo de
amino &cido; (xii) una citc;quinn que tiene al menos una abertura de al menos uno de los
enlaces de cistina en la molécula de citoquina; (xiii) una citoquina truncada; (xiv) una
citoquina que tiene fijada al menos una molécula de polietilen glicol; (xv) una citoquina
que tiene al menos un &cido graso fijado; (xvi) una citoquina que tiene un patrén de
glicosilacién no mamifero en virtud de Ia expresién de una citoquina recombinante en
células no mamiferas; y (xvi) una citoquina que tiene al menos un amino écido marcado
con histidina para facilitar purificacién.
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En una realizacion, la citoquina recombinante protectora de tejido de la invencién
tiene un nimero reducido de medios de écido siélico, o ninglin medio de &cido silico. En
una realizacién preferida, la citoquina recombinante protectora de tejido es la forma
asialo de una eritropoyetina (es decir no tiene ninglin medio de 4cido silico), y més
preferiblemente, una asialoeritropoyetina humana. En otra realizacién, la citoquina
recombinante protectora de tejido tiene 1,2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 o 13 medios de
acido sidlico. El nimero de sitos disponibles para sialilacién puede alierarse por la
presencia de uno o miés amino #cidos alterados o modificados en la citoquine
recombinante protectora de tejido. Por lo tanto, la presente invencién cubre realizaciones
en donde la citoquina recombinante protectora de tejido es hiposialilada o hipersialilada.

“En un aspecto preferido, la muteina de eritropoyetina tiene més que los 14 medios de
ficido sidlico presentes en eritropoyetina nativa,

En una realizacién, la citoquina recombinante protectora de tejido es una
eritropoyetina sin ningin carbohidrato N enlazado. En otra realizacién, la citoquina
recombinante protectora de tejido es una eritropoyetina con un mimero reducido de
carbohidratos N enlazados. En una realizacion, la citoquina recombinante protectora de
tejido es una eritropoyetina sin ningfin carbohidrato O enlazado. En otra realizacion, la
citoquina recombinante protectora de tejido es una eritropoyetina con un nimero
reducido de carbohidratos O enlazados.

En otra realizacién, lag citoquinas recombinantes protectoras de tejido pueden
modificarse mediante fucosilacién para alterar los patrones de glicosilacién en una
glicoproteina.

Aiin en otra realizacion, la citoquina recombinante protectora de tejido es tratada
al menos con una glicosidasa. En otra realizaci6n, la citoquina recombinante protectora
de tejido tiene al menos un contenido reducido de carbohidrato como resultado del
tratamiento de la citdquina recombinante protectora de tejido con al menos una
glicosidasa, .

Aun en otra realizacion, la porcion de carbohidrato de la citoquina recombinante
protectora de tejido tiene al menos un patrdén de glicosilacién no mamifero como
resultado de la expresidn de una eritropoyetina recombinante en células no mamiferas. En
realizaciones preferidas, las citoquinas recombinantes protectoras de tejidos son
expresadas en células de insectos, células de plantas, células de bacterias o células de
levadura.

Alin en otra realizacidn, la citoquina recombinante protectora de tejido tiene
ademas al menos uno o mas carbohidratos oxidados que también pueden ser reducidos
quimicamente. En una realizacién preferida, [a citoquina recombinante protectora de
tejido es una eritropoyetina oxidada con periodato. En ciertas realizaciones, la
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eritropoyetina oxidada con periodato es reducida quimicamente con cianoborohidruro
sdico.

Aun en otre realizacion, la citoquina recombinante protectora de tejido para los
usos ya mencionados tiene al menos uno o més residuos de arginina modificada, En una
realizacion, la citoquina recombinante protéctom de tejido comprende un medio R-
glioxal en el o més residuos de arginina, en donde R es un medio arilo o alquilo. Ain en
otra realizacién, la citoquina recombinante protectora de tejido es fenilglioxal-
eritropoyetina. Aiin en otr-a realizacion, la citoquina recombinante protectora de tejido es
una eritropoyetina en la que el residuo de arginina es modificado mediante la reaccidén
con una dicetona vecinal, tal como, pero sin limitar, 2,3-butanediona y ciclohexanediona.

.Aln en otra realizacién, la citoquina recombinante protectora de tejido es una

eritropoyetina en la que un residuo de arginina es reaccionado con 3-deoxiglucosona.

Ann en otra realizacidn, la citoquina recombinante comprende al menos uno o
més residuos de lisina modificada o una modificacién del grupo amino de terminal N de
la molécula de eritropoyetina, dichas modificaciones como Ias que resultan de la reaccién
del residuo de lisina o del grupo amino de terminal N con un agente modificador del
grupo amino. El residuo de lisina modificada puede ser reducido quimicamente aiin més.
En una realizacién preferida, una citoquina recombinante protectora de tejido es
biotinilada o carbamilada o acilada, tal como acetilada, por medio de uno o més grupos
de lisina. En otra realizacién preferida, la lisina es reaccionada con aldehido o aziicar
reductora para formar una imina, la cual puede estabilizarse mediante reduccién como
con cianoborohidruro sédico para formar una lisina N-alquilada tal como glucitolil lisina,
o0 que en el cazo de azicares reductoras puede estebilizarse mediante rearreglo Amadori o
Heyns para formar un azicar alfa-deoxi alfa-amino tal como alfa-deoxi-alfa-
fructosillisina. En otra realizacién preferida, el grupo de lisina es carbamilado
(carbamoilado) tal como en virtud de una reaccién con i6n de cianato, alquii-
carbamilado, aril-carbamilado o aril-tiocarbamilado con un alquil-isocianato, aril-
isocianato o aril-isotiociandto, respectivamente, o puede acilarse por medio de un Acido
glquilcarboxilico reactivo o un derivado de écido alquilcarboxilico, tal como mediante
reaccion con anhidro acético, anhidro succinico, o anhidro ftdlico. Al menos un grupo de
lisina también puede ser trinitrofenil, modificado mediante reaccién con un 4cido
trinitrobencenosulfénico, o preferiblemnente con sus sales. En otra realizacion, los
residuos de lisina pueden modificarse mediante reaccién con un derivado de glioxal, tal
como reaccién con glioxal, metilglioxal o 3-deoxiglucosona, para formar los
comrespondientes derivados de alfa-carboxialquil. En una realizacidn relacionada, la
citoquina carbamilada comprende alpha-N-carbamoileritropoyetina; N-epilson-
carbamoileritropoyetina; alfa-N-carbamoilo, N-epsilon-carbamoileritropoyetina; aifa-N-
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carbamoilasialeritropoyetina; N-epilson-carbamoilasialeritropoyetina; alfa-N-carbamoil,
N-epilson-carbamoilasialeritropoyetina; alfa-N-carbamoilhiposialoeritropoyetina; N-
epsilon-carbamoilhiposialeritropoyetina; y alfa-N-carbamoil, N-epilson-
carbamoilhiposialeritropoyetina; y alfa-N-carbamoil, N-epilson-
carbamoilhiposialeritropoyetina. Alin en otra realizaci6n, la citoquina recombinante
protectora de tejido comprende al menos un residuo de lisina acilado. Adn en otra
realizacién, la citoquina recombinante protectora de tejido comprende al menos un
residuo de lisina acilado. Aiin en otra realizaci6n, la citoquina recombinante protectora
de tejido comprende al menos un residuo de lisina acilado. En una realizacidn asociada,
la citoquina acetilada comprende alfa-N-acetileritropoyetina; N-epsilon-

. acetileritropoyetina, alfa-N-acetil, N-epsilon-acetileritropoyetina; alfa-N-
acetilasialoeritropoyetina;, N-epsilon-acetilasialoeritropoyetina; alfa-N-acetil, N-epsilon-
acetilasialoeritropoyetina; alfa-N-acetilhiposialoeritropoyetina; N-epsilon-
acetilhiposialoeritropoyetina; alfa-N-acetil, N-epsilon-acetilhiposialeritropoyetina; alfa-
N-acetilhipersialoeritropoyetina; N-epsilon-acetilhipersialoeritropoyetina; alfa-N-acetil,'y
N-epsilon-acetilhipersialoeritropoyetina.

Aln en otra realizacién, la citoquina recombinante protectora de tejido tiene un
residuo de lisina que esté succinilado. En una realizacién asociada, la citoquina
succinilada comprende alfa-N-succinileritropoyetina; N-epsilon-succinileritropoyetina;
alfa-N-succinil, N-epsi_lon—succjinileﬂtropoyetinn; alfa-N-succinilasialoeritropoyetina; n-
epsilon-succinilhiposialoeritropoyetina; alfa-N-succinil, N-epsilon-
succinilhiposialoeritropoyetina; alfa-N-succinithipersialoeritropoyetina; N-epsilon-

succinilhipersialoeritropoyetina; y N-epsilon-succinilpiersialoeritropoyetina.

En una realimi(-'m, &l menos un residuo de tirosina de una citoquina recombinante
protectora de tejido puede modificarse en una posicién de anillo aromético por medio de
un reactivo elecrofilico, tal como por nitracién o iodinacién. En una realizacién asociada,
la citoquina recombinante protectora de tejido que se describe arriba comprende al menos
un residuo de lisina modificado por 2,4,6 trinitrobencenosuifonato sédico u otra sal de lo

mismo.

En otra realizacién, la citoquina recombinante protectora de tejido comprende al

menos un residuo de tirosina nitrado o iodinado.

En otra realizacién, la citoquina recombinante protectora de tejido comprende un
residuo de 4cido aspértico o de dcido glutimico que es reaccionado con una carbodiimida
seguida por reaccién con una amina. En una realizacién asociade, la amina es

glicinamida.
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~ En una realizacién, al menos un residuo de triptofan de una citoquina
recombinante protectora de tejido es modificado, tal como mediante reaccién con n-
bromosuccinimida o n-clorosuccinimida.

En otra realizacion, se provee una citoquina recombinante protectora de tejido a la
que se le ha retirado al menos un grupo amino de eritropoyetina, tal como mediante
reaccién con ninhidrina, seguida por reduccién del grupo carbonilo resultante por
reaccién con borohidruro.

Afln en otra realizacién, se provee una citoquina recombinante protectora de
tejido que tiene al menos una abertura de al menos uno de los enlaces de cistina en la
molécula mediante reaccién con agente reductor tal como ditiotreitol, seguida por la
‘reaccibn de los sulfihidrilos subsiguientes con iodoacetamida, 4cido iodoacético u otro
electréfilo para prevenir la reformacién de los enlaces de disulfuro.

Aln en otra realizacion, la citoquina recombinante protectora' de tejido es
sometida a una protedlisis quimica limitada que identifica residuos especificos, por
ejemplo, para adherirse luego de los residuos de triptofan. En esta patente se incluyen
estos fragmentos de citoquina recombinante protectora de tejido.

Tal como se dijo arriba, una citoquina recombinante protectora de tejido ttil para
los propésitos que se exponen aqui, puede tener opcionalmente una de las modificaciones
quimicas mencionadas ademés del(los) amino &cido(s)alterado(s) genéticamente, pero
puede tener mis de una de la; anteriores modificaciones. A modo de ejemplo de una
citoquina recombinante protectora de tejido con una modificacién 2 la porcién de
carbohidrato de la molécula y una modificacién a la porcién de amino &cido, una
citoquina recombinante protectora de tejido es una asialeritropoyetina que tiene sus
residuos de lisina biotinilados, acilados (como acetilados) o carbamilados. Las citoquinas
recombinantes protectoras de tejido también pueden modificarse por la adicién de
cadenas de écido graso. En otra realizacién, una citoquina recombinante protectora de
tejido es modificada mediante pegalacién, para crear citoquinas protectoras de tejido
pegiladas mediante la adicién de polietilen glicol (PEG).

Segiin un aspecto de la invencién, se provee una molécula aislada de acido
nucléico que comprende una secuencia nucleotida que codifica un polipéptido que
comprende la citoquina recombinante protectora de teljido que se describe arriba. Enuna
realizacién, la molécula aislada de acido nucléico comprende la secuencia mucledtida de
los residuos nucleétidos 5461 a 6041 de la construccién del vector de la SEQ ID NO:208,
residuos nucledtidos 5461 a 6041 de la SEQ ID NO:209; residuos nucledtidos 5461 a
6041 de la SEQ ID NO: 210; residuos nucle6tidos 5461 a 6041 de la SEQ ID NO:211, o
residuos nuclestidos 5461 a 6041 de la SEQ ID NO:212.
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En una realizacién de la invencién, se provee una molécula aislada de &cido
nucléico que comprende una secuencie nucleStida (es decir un cADN, una secuencia
nucledtida interrumpida por intrones, o ininterrumpida por intrones), que codifica un
polipéptido que comprende o consiste de la citoquina recombinante antes descrita, con la
salvedad, de que la molécula de dcido nucléico no codifica una citoquina recombinante
protectora de tejido que comprenda una o més de las siguientes sustituciones de amino
dcido: I6A, C7A, K20A, P42A, D43A, K45D, D45A, FA8A, Y49A, K52A, K49A,
S100E, RI03E A, KI116A, T132A, 1133A, K140A, N147K, N147A, R150A, R150E,
G151A, K152A, K154A, G158A, C161A o R162A. En una realizacién asociada, se
provee una molécula asilada de dcido nucléico que comprende una secuencia nucledtida

_que codifica un polipéptido que comprende uns citoquina recombinante protectora de
tejido tal como se describe arriba, con la salvedad de que la molécula de acido nucléico
no codifica una citoquina recombinante protectora de tejido que comprenda cualquiera de
las siguientes combinaciones de sustituciones: N24K/N38K/N83K o A30ON/N32T. En
una realizacién, la secuencia nucledtida que codifica la citoquina recombinante protectora
de tejido, es sintetizada utilizando codones preferidos que facilitan la expresion 6ptima en
una célula anfitriona en particular. Dichos codones preferidos pueden ser dptimos para
expresion en células de una especie de plata, bacteria, levadura, mamifera, fungal o de
insecto.

La invencién también provee un vector que comprende la molécula de écido
nucléico. La invencién taml;ién provee un vector de expresién que comprende la
molécula de dcido nucléico y al menos una region reguladora enlazade operativamente a
la molécula de écido nucléico. En una realizacién, el vector es un vector pCiNeo. En
otra realizacién, la invencién provee una célula que comprende el vector de expresién.
Aun en otra realizacidén, se provee una célula disefiada genéticamente que comprende la
molécula de dcido nucléico.

Segiin otro aspecto de la invencion, se provee una composicion farmacéutica que
comprende una citoquina recombinante protectora de tejido como la que se describe
arriba, a la que le falta al menos una actividad eritropoyética seleccionada del grupo
consistente en aumento de hematocritos, vasoconstriccidn, hiperactivacién de plaquetas,
actividades pro-coagulantes y aumento en la produccidn de trombocitos. Segin otro
aspecto dela invencidn, se provee una composicién farmacéutica que comprende una
citoquina recombinante protectora de tejido como la ya descrita, pero & la citoquina no le
falta al menos una actividad eritropoyética seleccionada del émpo consistente en
aumento de hematocritos, vasoconstriccidn, hiperactivacién de plaquetas, actividades
pro-coagulantes y aumento en la produccién de trombocitos. La citoquina comprende 2l
menos une actividad protectora celular de respuesta, seleccionada del grupo consistente
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proteger, mantener, mejorar o restaurar la funcién o viabilidad de una célula, tejido u
6rgano mamifero de respuesta. La citoquina recombinante de la composicién
farmacéutica puede comprender la secuencia amino écida de la SEQ ID NO:10 con al
menos uno de los siguientes cambios, es decir, sustituciones, (a cada cambio o
combinacién de cambios se le ha asignado un nimero separado de identificacién de la
secuencia): (i) un dcido aspértico en el residuo 45, y un Acido glutimico en el residuo 100
de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:106); una asparagina en el residuo 30, una treonina en
el residuo 32 de la SEQ ID NO: 10 (SED ID NO:107); (iii) un &cido aspértico en el
residuo 45, un Acido glutdmico en el residuo 150 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:108),
(Iv) un acido glutAmico en el residuo 103, y una serina en el residuo 108 de la SEQ ID
NO:10 (SEQ ID NO:109); (v) una alanina en el residuo 140, y una alanina en el residuo
52 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:110); (vi) una alanina en el residuo 140, una
alanina en el residuo 52, una alanina en el residuo 45 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID
NO:110); (vii) una alanina en residuo 97 y una alanina en el residuo 153 de la SEQ ID
NO:10 (SEQ ID NO:112); (iix) una alanina en el residuo 97, una alanina en el residuo
152, una alanina en el residuc 45 de la SEQ D NO:10 (SEQ ID NO:113); (ix) una
alanina en el residuo 97, una alanina en el residuo 152, una alanina en el residuo 45, y
una alanina en el residuo 52 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:114); (x) una alaning en
el residuo 97, una alanina en el residuo 152, una alanina en el residuo 45, una alanina en
el residuo 52, y una alanina en residuo 140 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:115); (xi)
una alanina en el residuo 97, una alanina en el residuo 152, una alanina en el residuo 45,
una alanina en el residuo 52, una alanina en residuo 140, una alenina en el residuo 154,
una lisina en el residuo 24, una lisina en el residuo 38, una lisina en el residuo 83, una
lisina en el residuo 24 y una alanina en el residuo 15 de 1a SEQ ID NO:10 (SEQ ID
NO:116); (xii) una lisina en el residuo 24, una lisina en el residuo 38, y una lisina en el
residuo 83 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:117); o (xiv) una lisina en el residuo 24 y
una alanina en el residuo 15 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:118).

Segun otro aspecto de la invencién, se provee una compogicién farmacéutica para
proteger, mantener, mejorar o restaurar la funcién o viabilidad de células mamiferas de
respuesta y sus células, tejidos y Organos asociados, que comprende una cantidad
terapéuticamente efectiva de una citoquina recombinante protectora de tejido, que
comprende al menos una de las siguientes sustituciones de amino Acido: (a cada cambio o
combinacién de cambios se le ha asignado un niimero separado de identificacidn de la
secuencia): un triftopan en el residuo 152 de la SEQ ID NO: 10 (SEQ ID NO:98); una
alanina en el residuo 14 y una alanina en el residuo 15 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID
NO:119); una alanina en el residuo 6 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:15); una alanina
en el residuo 7 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:16); una alanina en el residuo 43 de la
SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:42); una alanina en el resicuo 42 de la SEQ ID NO:10
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(SEQ ID NO:41); una alanina en el residuo 48 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:49);
une alening en el residuo 49 de Is SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:50); una treonina en e}
residuo 32 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:50); una treonina en el residuo 32 de la
SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:35); una alanina en el residuo 133 de la SEQ ID NO:10
(SEQ ID NO:83); una alanina en el residuo 134 de 1a SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:84);
una alanina en el residuo 147 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:90); una alanina en el
residuo 148 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:92); una alanina en el residuo 150 de la
SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:94); una alanina en el residuo 151 de la SEQ ID NO:10
(SEQ ID NO:96); una elanina en el residuo 158 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:102),
una alanina en el residuo 161 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NO:104); o una alanina en el
regiduo 162 de la SEQ ID NO:10 (SEQ ID NOQ:10S).

En una realizacién, la composicién farmacéutica arriba descrita es formulada para
administracién oral, intranasal o parenteral. En otra realizacién, la composicién
farmacéutica es formulada como una solucidn perfusada.

En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas de la invencién para
proteger, mantener, mejorar o restaurar lz funcion o viabilidad de células mamiferas de
respuesta y sus células, tejidos y Organos asociados, comprenden una cantidad
terapéuticamente efectiva de una citoquina recombinante., que comprende al menos una
sustitucién de residuos. amino écidos de una secuencia amino icida de eritropoyetina

humana, nativa. ra

En otras realizaciones, una composicién farmacéutica de la invencién para
proteger, mantener, mejorar o restaurar la funcién o viabilidad de células mamiferas de
respuesta y sus células, tejidos y O6rganos asociados, comprende una cantidad
terapéuticamente efectiva de una citoquina recombinante protectora de tejido, que
comprende actividad protectora celular puede faltarle una o mas actividades o efectos
eritropoyéticos tales como aumento de hematocrito, acciébn vasoactiva
(vasoconstriccidn/vasodilatacién) hiperactivacién de plaquetas, actividades pro-

coagulantes y aumento en la produccién de trombocitos.

En otras realizaciones, una composicion farmacéutica de la invencién para
proteger, mantener, mejorar o restaurar la funcién o viabilidad de células mamiferas de
respuesta y sus células, tejidos y Organos asociados, comprende una cantidad
terapéuticamente efectiva de una citoquina recombinante protectora de tejido, que
comprende actividad protectora celular, también tiene una o més ectividades o efectos
eritropoyéticos  tales como sumemto de hematocritos, accidbn vasoactiva
(vasoconstriccién/vasodilatacién), hiperactivacién de plaquetas, actividades pro-

coaguiantes y aumento en la produccién de trombocitos.
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Segin un aspecto de la invencién, se provee un método para proteger, mantener o
mejorar la viabilidad de una célula, tejido u érgano aislado de un cuerpo mamifero, que
comprende exponer dicha célula, tejido u 6rgano a una composicién farmacéutica que
comprende una citoquina recombinante protectors de tejido que comprende una
eritropoyetina a la que le falta al menos una actividad eritropoyética seleccionado del
grupo consistente en aumentar hematocrito, accioén vasoactiva
(vasoconstriccién/vasodilatacion), hiperactivacién de plaquetas, actividad pro-coagulante
y aumento en la pmdugcibn de trombocitos. En ciertas realizaciones, 1a proteccién no
afecta la medula dsea.

La invencién también provee un método para proteger, mantener o0 mejorar la
- viabilidad de una célula, tejido u 6rgano sislado de un cuerpo mamifero, que comprende
exponer dicha célula, tejiélo u érgano a una composicion farmacéutica que comprende
una citoquina recombinante protectora de tejido, como se describe arriba a la que le falta
al menos una actividad eritropoyética seleccionada del grupo consistente en aumentar
hematocrito, accién vasoactiva (vasoconstriccidn/vasodilatacién), hiperactivacién de

plaquetas, actividad pro-coagulante y aumento en la produccion de trombocitos.

La invencién provee ademds el uso de una citoquina recombinante protectora de
teji&o como la que se describe antes, a la que le falta al menos una actividad
eritropoyética seleccionada del grupo consistente en aumento de hematocritos, accién
vasoactiva (vasoconstxiccibnlva;odilatacibn). hiperactivacién de plaquetas, actividad pro-
coagulante y aumento en la produccién de trombocitos, para la preparacion de una
composicion farmacéutica para la proteccién y prevencién de una lesién de tejido asf
como para la restauracién y rejuvenecimiento de tejidos y funcién de tejidos en un
mamifero. En una realizacién, la lesiébn es causada por un ataque, esclerosis miltiple,
hipotensidn, arresto cardiaco, isquemia, infarto del miocardio, inflamacién, pérdida de la
funcién cognitiva asociada con la edad, dafio por radiacién, parlisis cerebral,
enfermedad neurodegenerativa, mal de Alzheimer, mal de Parkinson, mal de Leigh,
demencia por SIDA, pérdida de la memoria, esclerosis lateral, alcoholismo, trastorno del
animo, ansiedad, déficit en la atenci6n, hiperactividad, autismo, mal de (_lreutzfeld-lakob,
trauma o isquemia cerebral o de la columna vertebral, bypass corazén-pulmén, falla
cardiaca cronica, degeneracidbn macular, neuropatia diabética, retinopatia diabética,
glaucoma, isquemia retinal o trauma retinal.

Segln otro aspecto de la invencién, se provee un método para facilitar la
transcitosis de una molécula a través de una barrera de célula endotelial en un mamifero
que comprende la administracién a dicho mamifero de una composicién que comprende
dicha molécula junto con una citoquina recombinante protectora de tejido como la que se

describe arriba, a la que le falta ala menos una actividad seleccionada del grupo

19



consistente en aumento de hematocrito, accion vasoactiva
(vasoconstriccion/vasodilatacién), hiperactivacién de plaquetas, actividad pro-coagulante
y aumento en la produccién de trombocitos. En una realizacién, la asociacién es un
enlace covalente ldbil, un enlace covalente estable, o una asociacion no covalente con un
sitio de enlace para dicha molécula. Segiin otro aspecto de la invencidn, se provee un
método para facilitar la transcitosis de una molécula a través de una barrera de células
endoteliales en un mamifero, que comprende la administracién a dicho mamifero de una
composicion que coml;rende dicha molécula junto con una citoquina recombinante
protectora de tejido tal como la que se describe arriba, y que tiene la capacidad
seleccionada del grupo consistente en aumento de hematocritos, accién vasoactiva
(vasoconstriccién/vasodilatacién), hiperactivacién de plaguetas, actividad pro-coagulante
y aumento en la producciéon de trombocitos. En una resalizacién, la asociacién es un
enlace covalente I4bil, un enlace covalente estable, o una asociacién no covalente con un
8itio de enlace para dicha molécula. En otra realizacién, la barrera de células endoteliales
es seleccionada del grupo compuesto por la barrera sangre-cerebro, sangre-ojo, sangre-
testiculos, sangre-ovario, sangre-corazén, sangre-rifién y sangre-placenta. Asn en otra
realizacién, la molécula es un agonista receptor u hormona antagonista, un factor
neurotréfico, un agente antimicrobiano, un agente antiviral, un radiofarmacéutico,
oligonucledtido antisentido, un anticuerpo, inmunodepresivo, un colorante, un marcador

o un firmaco anticancerigeno. |
F

Seglin otro aspecto de la invencion, se provee una composicidén para transportar
una molécula por medio de transcitosis a través de una barrera de células endoteliales que
comprenden dicha molécula junto con una citoquina recombinante protectora de tejido
como la que se describe armriba, a la que le falta al menos una actividad eritropoyética
seleccionade del grupo consistente en sumento de hemetocritos, accién vasoactiva
(vasoconstriccién/vasodilatacién), hiperactivacién de plaquetas, actividad pro-coagulante
y aumento en la produccién de trombocitos. Segin otro aspecto de la invencin, se
provee una composicion para transportar una molécule por medio de transcitosis a través
de una barrera de células endoteliales que comprende dicha molécula junto con una
citoquina recombinante protectora de tejido tal como la que se describe arriba, a la que le
falta al menos una actividad eritropoyética seleccionada del grupo consistente en
aumento de hematocri.tos, accidbn vasoactiva (vasoconstriccién/vasodilatacibn),
hiperactivacion de plaquetas, actividad pro-coagulante y aumento en la produccién de
trombocitos, En una realizacién, la asociacién es un enlace covalente libil, un enlace
covalente estable, o una asociacién no covalente con un sitio de enlace para dicha
molécula. En otra realizacién, la molécula es un agonista receptor u hormona antagonista,

un factor neurotréfico, un eagente antimicrobiano, un agente antiviral, un
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radiofarmacéutico, oligonucledtido antisentido, un anticuerpo, inmunodepresivo, un
colorante, un marcador o un firmaco anticancerigeno.

La invencion también provee el uso de una citoquina recombinante protectora de
tejido tal como la que se describe arriba, a la que la falta al menos una actividad
eritropoyética seleccionada del grupo consistente en aumento de hematocritos, accién
vasoactiva (vasoconstriccion/vasodilatacién), hiperactivacién de plaguetas, actividad pro-
coagulante y aumento en la produccion de trombocitos. En una realizacién, la asociacién
es un enlace covalente ldbil, un enlace covalente estable, 0 una asociacién no covalente
con un sitic de enlace para dicha molécula. En otra realizacién, la molécula es un
agonista receptor u hormona antagonista, un factor neurotréfico, un agente

.antimicrobiano, un agente antiviral, un radiofarmacéutico, oligonucleétido antisentido, un

anticuerpo, inmunodepresivo, un colorante, un marcador o un firmaco anticancerigeno.

Por ello, la invencién se dirige a un uso protector celular de cualquier citoquina
recombinante protecl:oﬁ de tejido con una alteracién en al menos un amino écido de la
eritropoyetina nativa opuesta, en donde la citoquina recombinante protectora de tejido
tiene actividad protectora celular tal como se describe aqui. Dicha actividad protectora
celular incluye, mds no se limita a actividad neuroprotectora. La invencién también se
dirige al uso de cualquiera de las citoquinas recombinantes protectoras de tejido antes
mencionadas en el tratamiento de una célula, tejido u érgano de respuesta, en particular,
para el tratamiento de una condicién o enfermedad que involucre a dicha célula, tejido u
6rgano de respuesta. En este tipo de realizacidn, las citoquinas recombinantes protectoras
de tejido tienen al menos una actividad seleccionada del grupo consistente en aumento de
hematocritos, accién vasoactiva (vasoconstriccién/vasodilatacidén), hiperactivacién de
_ plaquetes, activided pro-coagulante y aumento en la produccién de trombocitos. Una
citoquina recombinante protectora de tejido segin la invencién mantiene preferiblemente
la conformacién tridimensional de la eritropoyetina nativa. La citoquina recombinante
protectora de tejido puede tener o no tener actividad eritropoyética,

En una realizacién de la invenci6n, la citoquina recombinante protectora de tejido
es creada como una proteina recombinante con fusién del terminal N de su etiqueta His
(residuos 6xHis). En algunas realizaciones, se pueden agregar secuencias adicionales de
emino Acidos como espaciadores. En una realizacién especifica, las muteinas de la
citoquina recombinante protectora de tejido marcadas con histidina, segin la invencién,
incluyen, més no se limitan a: K45D-6xHis y S100-6xHis.

En otro aspecto de la invencién, cualquiera de las citoquinas recombinantes
protectoras de tejido puede utilizarse en la preparacién de una composicidén farmacéutica
para el tratamiento ex vivo de células, tejidos y 6rganos con el fin de proteger, mantener,
mejorar o restaurar la funcion o viabilidad de células mamiferas de respuesta y sus
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correspondientes células, tejidos y 6rganos. Este tipo de tratamiento ex vivo es itil, por
ejemplo, para la preservacién de células, tejidos v 6rganos para transplante, bien sea
autotransplante o xenotransplante. Las células, tejido u 6rgano pueden bafiarse en una
solucibn que comprende muteinas de eritropoyetina o citoquinas recombinantes
protectoras de tejido, o infundir el perfusado en el érgano por medio de la vasculatura u
otros medios, para mantener el funcionamiento celular durante el periodo en el que las
células, tejido u 6rgano no estén integrados con la vasculatura del donante o recipiente.
La administracién del perfusado puede hacerla el donante antes de recoger el 6rgano,
como también al érgano recogido y al receptor. Adem4s, el anterior uso de cualquier -
citoquina recombinante es Gtil cuando una célula, tejido u 6rgano queda aislado de la
vasculatura del individuo y por lo tanto, que esencialmente exista ex vivo durante un
periodo de tiempo; la expresién “aislado” se refiere a restringir o grapar la célula, tejido,
organo o parte corporal, tal como se hace en cirugfa, incluida en particular, cirugfa de
bypass cardio-pulmonar, bypass de la vasculatura de la célula, ejido, drgano o parte
corporal; remocién de célula, tejido, 6rgano o parte corporal del cuerpo del mamifero,
como lo que se hace antes de xenotransplante o antes y durante autotransplante; o
amputacién traumitica de una célula, tejido, érgano o parte corporal. Por ello, este
aspecto de la invencion se refiere a la perfusién con una muteina de eritropoyetina tanto
in situ como ex vivo. Ex vivo, la citoquina recombinante protectora de tejido puede
proveerse en una solucién de preservacién de la célula, tejido u 6rgano. Para cualquier
aspecto, la exposicion puede"ser a2 modo de perfusién continua, perfusién pulsétil,
infusidn, bafio, inyeccion o cateterizacion.

Adin en otro aspecto, la invencion se dirige a un método para proteger, mantener,
mejorar o restaurar la viabilidad de una célula, tejido, érgano o parte corporal de un
mamifero que incluya una célula o tejido de respuesta, en el cual la célula, tejido, 6rgano
o parte corporal queda aislada del cuerpo del mamifero. El método incluye al menos
exponer la célula, tejido, drgano o parte corporal aislada del mamifero a una cantidad de
una muteina de eritropoyetina o citoquina recombinante protectora de tejido durante el
tiempo que sea efectiva para proteger, mantener, mejorar o restaurar la mencionada
viabilidad. En ejemplos no limitantes, aislado se refiere a restringir o grapar la
vasculatura de la célula, tejido, érgano o parte corporal tal como se hace en cirugia,
incluida en particular, cirugia de bypass cardio-pulmonar, &ypass de la vasculatura de la
célula, ejido, 6rgano o parte corporal; remocion de célula, tejido, 6rgano o parte corporal
del cuerpo del mamifero, como lo que se hace antes de xenotransplante o antes y durante
sutotransplante; o amputacién traumética de una célula, tejido, organo o parte corporal.
Por ello, este aspecto de la invencién se refiere a la perfusidn con una muteina de
eritropoyetina tanto in sifu como ex vivo. Ex vivo, la citoquina recombinante protectora

de tejido puede proveerse en una solucion de preservacién de la célula, tejido u 6rgano.
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Para cualquier aspecto, 18 exposicién puede ser a modo de perfusién continua, perfusién
pulsitil, infusi6n, bafio, inyeccion o cateterizacién

A modo de ejemplos, 1a célula o tejido de respuesta ex vivo puede ser neuronal,
retinal, muscular, del corazén, pulmén, rifién, higado, intestino delgado, corteza adrenal,
meédula adrenal, endotelio capilar, testiculos, ovario, pancreas, hueso, piel o célula o
tejido del endometrio. Estos ejemplos de células de respuesta son meramente ilustrativos.

Preferiblemente, to.dos los anteriores métodos y usos son aplicables a seres
humanos, pero también son Gtiles para uso en cualquier mamifero, tales como, pero sin
limitar, 2 animales de compafi{a, animales domesticados, ganado y animales salvajes. Las
rutas de administracién de las anteriores composiciones farmacéuticas incluyen via

' intravenoss, intranasal, tépics, intraluminal, inhalacién o administracién parenteral, ests
tltima incluye administracién _intravenosa, intra-arterial, subcutinea, intramuscular,
intraperitoneal, submucosal o intradermal. Para uso ex vivo , se prefiere una solucién

perfusada o en bafio. Esto incluye perfusar una porcién aislada de la vasculatura in sifu.

Afin en otro aspecto de la invencién, cualquiera de las citoquinas Il'ecombinantes
protectoras de tejido antes mencionadas son (tiles en la preparacién de una composicién
farmacéutica para restaurar una célula, tejido u 6rgano disfuncional cuando es
administrada luego del comienzo de la enfermedad o condicién responsable por la
" disfuncién. A modo de ejemp19 no limitante, la administracién de una composicién
farmacéutica que comprende uiia citoquina recombinante protectora, de tejido, restaurs la
funcién cognitiva en animales que previamente hayan tenido trauma cerebral, afin cuando
se administre largo tiempo después (por ej: uno, dos tres, cinco dias, une semena, un mes
o mas) del trauma inicial. La presente invencién abarca composiciones farmacéuticas
para el tratamiento (es- decir, aliviar o reversar los sfntomas o efectos) y prevencién
(como retardar el comienzo, inhibir o detener) de dafio posterior a células y tejidos que
resulten de trauma inicial. Las citoquinas recombinantes protectoras de tejido itiles para
este tipo de aplicaciones incluyen cualquiera de las citoquinas recombinantes protectoras
de tejido. Cualquier forma de citoquina recombinante protectora de tejido capaz de

beneficiar células de respuesta se incluye en este aspecto de la invenci6n.

Atin en otra realizaci6n, la invencién provee métodos para el uso de ia citoquina
recombinante protectora de tejido ya mencionada, para restaurar una célula, tejido u
organo disfuncional cuando es administrada al comienzo de la enfermedad o condicitén
responsable por la disfuncién. A modo de ejemplo no limitante, los métodos de
administracién de una composicién farmacéutica que comprenda una citoquina
recombinante protectora de tejido restablece Ia funcién cognitiva en animales que hayan
tenido previamente trauma cerebral, ain cuando la composicién sea administrada tiempo

después (como tres dlas, cinco dias, una semana, un mes, o més) de que el trauma haya
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amainado. Las citoquinas recombinantes protectoras de tejido y otras modificaciones de
las mismas son segin se describe anteriormente. Cualquier forma de citoquina
recombinante protectora de tejido capaz de beneficiar células de respuesta se incluye en

este aspecto de la invencién.

Aln en otro aspecto de la presente invencidn, se provee métodos para facilitar la
transcitosis de una molécula a través de una barrera de células endoteliales en un
mamifero mediante la administraci6n de una composicién de una molécula junto con una
muteina de eritropoyetina o una citoquina recombinante protectora de tejido como la que
se describe arriba.

La asociacién entre la molécula & ser transportada y la citoquina recombinante
puede ser, por ejemplo, un enlace covalente labil, -un enlace covalente estable, o una
asociacion no covalente con un sitio de enlace para la molécula. La citoquina
recombinante protectora de tejido y una proteina que vayan a ser transportadas pueden
expresarse como un polipéptido de fusibn. Las barreras de células endoteliales pueden
ser la barrera sangre-cerebro, sangre-corazén, sangre-rifién, sangre-ojo, sangre-testiculos,
sangre-ovario y sangre-placenta. Moléculas adecuadas para el transporte mediante el
método de la presente invencién incluyen hormonas tales como la hormona del

crecimiento, antibidticos y agentes anticancerigenos.

" Enotro aspecto de la presente invencidn, se provee una composicién para facilitar
la transcitosis de una molécula a través de una barrera de células endoteliales en un
mamifero; dicha composicién comprende dicha molécula junto con una citoquina

recombinante protectora de tejido como la que se decribe arriba.

Aln en otros lispecto de la presente invencién, cualquiera de las citoquinas
recombinantes protectoras de tejido ya mencionadas es util ene la prepni'acién de una
composicion farmacéutica para facilitar la transcitosis de una molécula a través de una
barrera de células endoteliales en un mamifero; dicha composicién comprende dicha
molécula junto con una citoquina recombinante protectora de tejido como la que se

describe arriba

La asociacion puede ser, por ejemplo, un enlace covalente 1&bil, un polipéptido de
fusi6n, un enlace covalente estable, o una asociacién no covalente con un sitio de enlace
para la molécula. Las barreras de células endoteliales pueden ser la barrera sangre-
cerebro, sangre-corazén, sangre-rifibn, sangre-ojo, sangre-testiculos, sangre-ovario y
sangre-placenta. Moléculas adecuadas para el transportc mediante el método de la
presente invencién incluyen hormonas tales como la hormona del crecimiento, factores
neurotréficos, antibidticos, antivirales o antifungales tales como los que normalmente se
excluyen del cerebro y otros 6rganos con barrera, radiofarmacéuticos péptidos, drogas
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antisentido, anticuerpos contra agentes biolégicamente activos, productos farmacéuticos,
tintes, marcadores y agéntes anticancer{genos.

Estos y otros aspectos de la presente invencién se apreciarin mejor haciendo
referencia a las siguientes Figuras y Descripcién Detallada.

4. BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra la distribucién de un receptor de eritropoyetina en un

cerebro humano normal, en secciones delgadas manchadas con un anticuerpo de anti-
eritropoyetina.

La Figura 2 es una ampliacién de alta potencia de la imagen de la Figura 1.

La Figura 3 muestra, utilizando anticuerpos secundarios marcados en dorado, la
distribucién ultramicroscdpica de receptores de eritropoyetina

La Figura 4, preparada similarmente a la Figura 3, muestra receptores de
eritropoyeting de alta densidad en las superficies luminales y anti-luminales de las
capilares del cerebro humano.

La Figura 5 muestra Jla translocacién de eritropoyetina administrada

parenteralmente en el fluido cerebro espinal,

Las Figuras 6 A y 6B.indican los resultados del estudio de neuroproteccién de
células neuroblastomas SK-N-SH (contra rotenona) para eritropoyetina, asi como las
citoquinas recombinantes protectoras de tejido con citoquinas recombinantes protectoras
de tejido K45D y S100E. El eje-y en la griifica indica las lecturas de absorbancia, y los
datos son rango + medios de determinaciones duplicades. La grafica dentro de la Figura
6 A indica claramente que la viabilidad de las células dentro de las muestras K45D y
S100E mantuvieron su viabilidad demostrando su efecto protector celular. La Figura 6B
muestra el mapa plasmido de HEPO-6xHisTag-PciNeo,

La Figura 7 c;:)mpn.ra la eficacia in vitro de eritropoyetina y asialoeriproyetina en
la viabilidad de células P19 privadas de suero.

La Figura 8 es otro experimento que compara la ‘eficacia in vifro de
eritropoyetina y asialoeritropoyetina sobre la viabilidad de células P19 privadas de suero.

La Figura 9 muestra la proteccion de eritropoyetina y asialoeritropoyetina en un
modelo de isquemia cerebral focal en rata.

La Figura 10 muestra una respuesta de dosis que compara la eficacia de
eritropoyetina humana y asialoeritropoyetina humana en la oclusién de la arteria cerebral

media en un modelo de ataque isquémico.
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La Figura 11 muestra la actividad de eritropoyetina iodinada en el estudio P19,

La Figura 12 muestra el efecto de eritropoyetina y asialoeritropoyetina
biotinilada en el estudio P19.

La Figura 13 conipura la eficacia in vitro de eritropoyetina con eritropoyetina
modificada con fenilglioxal sobre la viabilidad de células P19 privadas de suero.

La Figura 14 muestra el efecto de citoquinas protectoras de tejido en el estudio
de intoxicacién de agua.

La Figura 15 muestra el mantenimiento de la funcién de un corazén preparado
para transplante por una eritropoyetina.

La Figura 16 muestra la proteccién del miocardio contra dafio isquémico por
eritropoyetina luego de oclusion vascular temporal. '

Las Figura 17 A, 17B, 17C y 17D muestran los efectos de un tratamiento de

eritropoyetina en un modelo de glaucoma en rata.

La Figura 18 muestra el grado de conservacion de la funcién retinal por una

eritropoyetina en el modelo de glaucoma en rata.

La Figura 19 muestra ia restauracién de la funcién cognitiva luego de trauma
cerebral mediante la administracién de una eritropoyetina comenzando cinco dias

después del trauma. s

La Figura 20 muestra la restauracién de la funcién cognitiva luego de trauma
cerebral mediante la administracién de eritropoyetina comenzando 30 dias después del
frauma.

La Figura 21 muestra la eficacia de asialoeritropoyetina humana en un modelo
kainate de toxicidad cerebral.

La Figura 22 muestra la eficacia de citoquinas protectoras de tejido en un medelo
de lesion de columna vertebral den rata.

La Figura 23 muestra la eficacia de citoquinas protectoras de tejido dentro de un
modelo de lesién de columna vertebral en conejo.

Las Figuras 24A, 24B y 24C muestran una seccién coronal de la capa cortical
cerebral manchada con hematoxilina y eosina

Las Figuras 25A, 25B y 25C muestran secciones coronales de la corteza frontal
adyacente a la regién del infarto manchadas con un anticuerpo GFAP.

Las Figuras 26A y 26B muestran secciones coronales de capa cortical cerebral
por el anticuerpo 0X-42. '
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Las Figuras 276A y 27B muestran secciones coronales de capa cerebral
adyacente a la regién de infarto manchada con el anticuerpo OX-42.

La Figura 28 muestra la eficacia de una eritropoyetina contra inflamacién en un
modelo EAE.

La Figura 29 compara los efectos de dexametasona y una eritropoyetina en la
inflamacién del modelo EAE.,

Las Figuras 30A y 30B muestran que la eritropoyetina elimina la inflamacién
asociada con muerte neuronal.

La Figura 31 muestra que la eritropoyetina humana y las citoquinas
_recombinantes protectoras de tejido R130E y R150E reducen efectivamente la muerte
celular inducida por NMDA cuando se agregan a los cultivos de células neuronales
primarias del hipocampo antes de tratamiento con NMDA. Las células tratadas con
R103E (5 nM) exhibieron muerte celular considerablemente mas baja en comparacién
con células de control de vehiculo (p=0,01). Las células tratadas con RI03E (5 nM)
exhibieron muerte celular considerablemente méas baja en comparacion con las células de
control de vehiculo (p=0,01). Las células tratadas con R1S0E (5 nM) exhibieron
aproximadamente una reduccién de 20% en muerte celular en comparacién con células
de control de solvente (p=0,001). Estadistica: ANOVA mas prueba post-hoc de Tukey.

La Figura 32 muestra proteccién neuronal de retiro de suero en células P19. El
porcentaje de células apaptéticas disminuy6 para células pretratadas con Epo, Epo WT, y
la citoquina recombinante protectora de tejido S100E. Células tratadas con Epo
exhibieron aproximadamente una reduccién de 20% en muerte de células apoptéticas en
comparacién con células de control no tratadas, Células tratadas con EpoWT y S100E
exhibieron ambas una disminucién de 10% en muerte de células apoptbticas en

comparacién con céulas de control no tratadas.

Las Figuras 33A y 33B muestran el efecto de pre-incubacién con S100E en
células PC12 sometidas a retiro de NGF en dos experimentos independientes. Las células
PC12 diferenciadas fueron pretratadas con S100E a las concentraciones indicadas durante
24 horas, Figura 33 A (3 pM), Figura 33B (0,00003 pM-3pM). La viabilidad se midié en
el estudio MTT. NGF (100 ng/ml) se utiliz6 como control positivo y el medio libre de
NGF (-NGF) como control negativo. Los datos presentados en la Figura 33 se presentan
como % de viabilidad del control positivo (+NGF) (o=8 en ambos experimentos). Hay
un aumento estad{sticamente importante en la viabilidad de células tratadas con S100E
comparacidn con las células de control negativo (-NGF) mediante el uso de ANOVA de
una via y prueba Bonferroni post-hoc. ***p<0,001, *p<0,05. Los efectos observados con
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S100E fueron similares a los de Epo en este sistemna de prueba con respecto a la potencia
y eficacia.

Las Figuras 34°, 34B y 34C muestran el efecto de pre-incubacién con Epo en
células PC12 diferenciadas sometidas a retiro de NGF. Las células PC12 diferenciadas
fueron pre-tratadas con Epo, S100E o Epo carbamilado (30 pM-30 nM) durante 24 horas.
La molécula Epo modificada quimicamente, AA24496, tiene una actividad 10000 veces
méis baja que EPO en el estudio de células UT-7. La viabilidad se midi6 en el estudio
MTT. NGF (100 ng/ml) se utiliz6 como control positivo y el medio libre de NGF (-
NGF) como control negativo.

La Figura 35 muestra las curvas de respuesta de concentracién de Epo, K45D y

"S100E en células UT-7. Diferentes concentraciones de Epo, EpoWT, K45D y S100E se

agregaron a las células UT-7. La viabilidad se midié 48 horas mis tarde en el estudio

WST-1. Los datos son promedio + SD de tres experimentos diferentes cada uno por
duplicado. L& curva es un ajuste no lineal de curva de regresién.

La Figura 36 muestra curvas de respuesta de dosis de Epo, R103E y R150E en
células UT-7. Diferentes concentraciones de Epo, EpoWT, R103E y R150E fueron
agregadas a las célules UT-7. La viabilidad se midi6 48 horas méis tarde en el estudio
WST-1. Los datos son promedio + SD de tres experimentos diferentes cada uno por

duplicado. La curva es un ajuste no lineal de curva de regresion,
r .
La Figura 37 es un grifico que muestra las clasificaciones locomotoras de las

ratas que se recuperan de trauma en la columna vertebral durante un periodo de 42w dias.
Como puede observarse, a las ratas que se les administré S100E se recuperaron de la
lesién mAs ficilmente y demostraron una mejor recuperacion general de la lesion que las
ratas de control y las ratas administradas.

La Figura 38 muestra la relacion de la latencia del ojo lesionado sobre la latencia
del ojo normal para. los varios regimenes de tratamiento. La rata tratada con EPO
demostrd una latencia de 1,2, que es mejor que el de la rata tratada con salina. Cada una
de las cuatro citoquinas recombinantes protectoras de tejido resulté en resultados de
latencia iguales o mejores que EPO con RI103E, R150E y S100E demostrando una
mejora estadistica sobre EPO.
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5. DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a citoquinas recombinantes de muteina
protectoras de tejido. En particular, la presente invencién provee composiciones que
commprenden moléculas aisladas de 4cido nucléico que codifican muteinas de citoquina
recombinante protectora de tejido, asf como células aisladas y/o recombinantes y vectores
que comprenden las moléculas de 4cido nucléico. La invencién abarca ademés
polipéptidos aislados de citoquina recombinante de muteina protectora de tejido, a la que
la falta al menos una actividad eritropoyética seleccionada del grupo consistente en
aumento de hematocrito, accibn vasoactiva (vasoconstriccién/vasodilatacién),
hiperactivacién de plaquetas, actividades pro-coagulantes y aumento en la produccién de
trombocitos; la citoquina tiene al menos una actividad protectora celular de respuesta
seleccionada del grupo consistente en proteger, mantener, mejorar o restaurar la funcién o
viabilidad de una célula, tejido u érgano mamifero de respuesta. La invencién también
abarca métodos para proteger, mantener o mejorar la viabilidad de una célula, tejido u
6rgano aislado de un cuerpo mamifero mediante el uso de las muteinas de citoquina
recombinante protectora de tejido de la invencién y el uso de dichas mutefnas en el
tratamiento y prevencion de enfermedades y condiciones.

“Célula de respuesta” se refiere a una célula mamifera cuya funcién o viabilidad
puede ser mantenida, estimulada, mejorada, regenerada o beneficiada de cualquier otra
forma, mediante exposicién a-una eritropoyetina, Ejemplos no limitantes de dichas
células incluyen células neuronales retinales, musculares, del corazé6n, pulmén, rifién,
higado, intestino delgado, corteza adrenal, médula adrenal, endotelial capilar, testiculos,
ovario, pincl;eas, Oseas, cutineas y endometriales, En particular, las células de respuesta
incluirian, sin limitacién, células neuronales; células Purkinje; células retinales:
fotorreceptoras (varas y conos), ganglio, pipolares, horizontales, amacrinas y células
Mileller; células musculares; células cardacas; miocardio, marcapasos, nodo sinoatrial,
nodo del seno y células de tejidos de unién (nodo atrioventricular y haz de his); células
pulmonares; células del higado: hepatocitos, esteladas y célutas Kupffer; células renales:
mesangiales, renales, épiteliales y tubular intestinales; células del intestino delgado:
células de copa, glindula intestinal (criptas) y células enterales endocrinar:; células de la
corteza adrenal: glomerulosa, fasciculadas y reticulares; células de la médula adrenal:
células cromafinas, células capilares: células pericitas; células testiculares: Leydig,
Sertoli y gldndulas de esperma y sus precursoras; células ovéricas: foliculo Graffiano y
células de foliculo primordial;, células del pAncreas: islotes de Langerhans, células-ct,
células-B, células-y y células-F; células Oseas  osteocoprogenitoras, osteoclastos y
osteoblastos; células de la piel; células endometriales: estroma endometrial y endometrio;
as{ como las células tallo y endoteliales presentes en los 6rganos mencionados. Ademads,
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dichas células de respuesta y los beneficios que se proveen & ellas por una citoquina
recombinante protectora de tejido pueden ampliarse para proveer proteccion o mejorar
indirectamente otras células que no sean directamente de respuesta, o de tejidos u 6rganos
que contengan dichas células que no sean de respuesta. [Estas otras células, tejidos u
6rganos que se benefician indirectamente del mejoramiento de céll.xlns de respuesta se
presentan como parte de las células, tejido u 6rgano como células, tejidos y 6rganos
“asociados”. Por ello, los beneficios de una citoquina recombinante protectora de tejido
como la que se describe aquf pueden proveerse como resultado de la presencia de un
pequefio nimero o proporcién de células de respuesta en un tejido u 6rgano, por ejemplo,
un tejido excitable o neuronal presente en dicho tejido, o las células Leydig de los

_testiculos, que hacen la te's.tostemrm. En un aspecto, la célula de respuesta o sus células,
tejidos u 6rganos asociedos no son células, tejidos u 6rganos excitables ni comprenden
predominantemente células o tejidos excitables.

Los métodos de la invencién contemplan la proteccién o mejoramiento local o
sistémico de células, tejidos u 6rganos dentro de un cuerpo mamifero, bajo una amplia
variedad de condiciones normales y adversas, o proteccién de las que estdn destinadas
para la reubicacion a otro cuerpo mamifero. Se contempla ademéis la restauracién o
regeneracién de una disfuncién. Tal como se menciona arriba, la capacidad de una
muteina de entropoyetina o de una citoquina recombinante protectora de te;jido de cruzar
una barrera apretada de célula.v} endoteliales y ejercer sus efectos positivos en células de
respuesta (asi como en otros tipos de células) distales a la vasculatura, ofrece el potencial
de prevenir al igual que tratar una amplia variedad de condiciones y enfermedades que de
otra forma causarian dafio considerable en la célula y tejido en un animal, incluidos seres
humanos, y ademas, permitirian el éxito de procedimientos quirirgicos hasta ahora no
obtenidos para los cuales tradicionalmente el riesgo pesaba més que los beneficios. La
duracién y grado de condiciones adversas inducidas para beneficio final, tales como
quimioterapia en altas dosis, terapia de irradiacién, supervivencia prolongada de
transplante ex vivo y periodos prolongados de isquemia inducida quinirgicamente,
pueden lograrse sacando provecho de la presente invencién. Sin embargo, la invencién
no es tan limitada, sino que incluye como un aspecto, métodos y composiciones por
medio de los cuales las células objetivo de respuesta son distales a la vasculatura en
virtud de una barrera de células endoteliales 0 de apretadas uniones endotelisles. En
general, la invencién estd dirigida a cualquier célula de respuesta y células, tejidos y
Organos asociados que se puedan beneficiar de la exposicion a una citoquina
recombinante protectora de tejido. Ademsés, la disfuncién de la célula, tejido u 6rgano
puede restaurarse o regenerarse luego de un evento adverso agudo (como trauma)

mediante exposicidn a una citoquina recombinante protectora de tejido.
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Por lo tanto, la invencion estd dirigida generalmente al uso de citoquinas
recombinantes protectoras de tejido para la preparacion de composiciones farmacéuticas
para los fines antes mencionados en los que se mantengs, estimule, mejore regenere o de
otra forma se beneficie la funcion celular. La invencién también se dirige a métodos para
mantener, mejorar, estimular o regenerar la funcitn celular mediante la administracion a
un mamifero, de una cantidad efectiva de una citoquina recombinante protectora de tejido
tal como se describe el; este contexto. La invencién se dirige también 2 métodos para
mantener, estimular, mejorar o regenerar la funcitn celular ex vivo mediante exposicién
de una célula, tejido u 6rgano a una citoquina recombinante protectora de tejido. La
invencién también se dirig'e 2 una composicién perfusada que comprende una citoquina

recombinante protectora de tejido para uso en la preservacién de érganos o tejidos.

Los varios métodos dela invencion utilizan una composicién farmacéutica que
incluye al menos una éitoquim recombinante a una cantidad efectiva para la ruta de
administracidén en partidular y duracién de la exposicién para ejercer efectos positivos o
beneficios en células de respuesta dentro o retiradas de un cuerpo mamifero. Cuando la
célula, tejido u &rgano objetivo de la terapia requiera que la citoquina recombinante
protectora de tejido cruce una barrera de células endoteliales, la composicién
farmacéutica incluye la citoquina recombinante protectora de tejido & una }:oncenﬂacibn
que pueda, luego de cruzar Ia barrera de células endoteliales, ejercer sus efectos deseados
en las células de respuesta. Las moléculas que pueden interactuar con un receptor de
eritropoyetina y modular la actividad protectora celular dentro de la célula son Gtiles en el
contexto de |a presente invencion.

5.1 ACIDOS NUCLEICOS DE LA INVENCION

Una citoquina recombinante protectora de tejido que comprende una molécula de
icido nucléico de la invencién incluye 4cidos nucléicos que codifican citoquinas
protectoras de tejido que comprenden una muteina de eritropoyetina a la que le falta o
que exhibe una reduccién en al menos una actividad eritropoyética seleccionada del
grupo  consistente en aumento de  hematocrito, accidn  vasoactiva
(vasoconstriccion/vasodilatacidén), hiperactivacion de plaquetas, actividades pro-
coagulantes y aumento en la produccién de hematocrito; la citoquina tiene al menos una
actividad protectora celular seleccionada del grupo consistente en proteger, mantener,
mejorar o restaurar la funcién o viabilidad de una céhula, tejido u 6rgano mamifero de
respuesta. Una citoquina recombinante protectora de tejido que comprende una molécula
de écido nucléico de la invencion incluye acidos nucléicos que codifican fa muteina de
eritropoyetina, con la actividad descrita arriba, que comprende uno o mis residuos de
amino écidos alterados entre la posicién 11-15 de la SEQ ID NO:10 [SEQ ID NO:1]; la
posicion 44-51 de 1a SEQ ID NO:10 [SEQ ID NO:2]; la posicién 100-108 de la SEQ ID
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NO:10 [SEQ ID NO:3], o la posicién 146-151 de la SEQ ID NO:10 [SEQ ID NO:4]. Una
citoquina recombinante protectora de tejido que comprende una molécula de écido
nucléico de la invencién incluye &cidos nucléicos que codifican la muteina de
eritropoyetina, con la actividad arriba descrita, que comprenden un residuo de dcido
nucléico alterado en una o més de las siguientes posiciones de SEQ NO: 10: 7, 20, 21, 29,
33, 38, 42, 59,63, 67, 76, 83, 96, 126, 142, 143, 152, 153, 155, 156 6 161. Una citoquina
recombinante protectora de tejido que comprende una molécula de écido .nucléico dela
invencién incluye écidos nucléicos que codifican la muteina de eritropoyetina, con la
actividad arriba descrita, que comprenden la secuencia de amino écido de la SEQ ID
NO:10 con uno o mas de los siguientes cambios: una alanina en el residuo 6 de la SEQ
ID NO:10, una alanina en el residuo 7 de la SEQ ID NO:10; uns isoleucina en el residuo
10 de la SEQ ID NO:10, una sering en el residuo 11 de la SEQ ID NO:10, una alanine en
el residuo 14 de la SEQ ID NO:10, un écido glutimico en el residuo 14 de la SEQ ID
NO:10, una alanina en el residuo 15 de la SEQ ID NO:10, una fenilalanina en el residuo
15 de la SEQ ID NO:10, una isoleucina en el residuo 15 de la SEQ ID NO:10, un acido
glutdmico en el residuo-20 de 1a SEQ ID NO:10, una alanina en el residuo 20 de la SEQ
ID NO:10, una alanina en el residuo 21 de la SEQ ID NO:10, una lisina en el residuo 24
de la SEQ ID NO:10, una serina en el residuo 29 de la SEQ ID NO:10, una tirosina en el
residuo 29 de Ia SEQ ID NO:10, una asparagina en el residuo 30 de la SEQ ID NO:10,
una treonina en el residuo 32 de la SEQ ID NO:10, una serina en ¢l residuo 33 de Ia SEQ
1D NO:10, una tirosina en el résiduo 33 de la SEQ ID NO:10, una lisina en el residuo 38
de la SEQ ID NO:10, una lisina en el residuc 83 de la SEQ ID NO:10, una asparagina en
el residuo 42 de la SEQ ID NO:10, una alanina en el residuo 42 de la SEQ ID NO:10, una
alanina en el residuo 43 de la SEQ ID NO:10, una isoleucina en el residuo 44 de la SEQ
ID NO:10, un écido aspartico en el residuo 45 de la SEQ ID NO:10, una alanina en el
residuo 45 de la SEQ ID NO:10, una alanina en el residuo 46 de la SEQ ID NO:10, una
alanina en el residuo 47. de la SEQ ID NO:10, una isoleucina en el residuo 48 de la SEQ
ID NO:10, una alanina en el residuo 48 de la SEQ ID NO:10, una alanina en el residuo 49
de la SEQ ID NO:10, una serina en el residuo 49 de la SEQ ID NO:10, una fenilalanina
en el residuo 51 de la SEQ ID NO:10, una asparagina en el residuo 51 de la SEQ ID
NO:10, una alanina en el residuo 52 de la SEQ ID NO:10, una asparagina en el residuo
59 de Ia SEQ ID NO:10, una treonina en el residuo 62 de la SEQ ID NO:10, una serina
en el residuo 67 de la SEQ ID NO:10, una alanina en el residuo 70 de la SEQ ID NO:10,
una arginina en el residuo 96 de la SEQ ID NO:10, una alanina en el residuo 97 de la
SEQ ID NO:10, une arginina en el residuo 100 de 1a SEQ ID NO:10, un acido glutdmico
en el residuo 100 de la SEQ ID NO:10, una alanina en el residuo 100, una treonina en el
residuo 100 de 1a SEQ ID NO:10, una alanina en el residuo 101 de la SEQ ID NO:10, una
isoleucina en el residuo 101 de la SEQ ID NO:10, una alanina en el residuo 102 de la
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SEQ ID NO:10, una alanina en el residuo 103 de la SEQ ID NO:10, un 4cido glutdmico
en el residuo 103 de la SEQ ID NO:10, una alanina en e! residuo 104 de la SEQ ID
NO:10, una isoleucina en el residuo 104 de la SEQ ID NO:10, una alanina en el residuo
105 de la SEQ ID NO:10, una alanina en el residuo 106 de la SEQ ID NO:10, una
isoleucina en el residuo 106 de la SEQ ID NO:10, una alanina en el residuo 107 de la
SEQ ID NO:10, una leucina en el residuo 107 de la SEQ ID NO:10, una lisina en el
residuo 108 de la SEQ ID NO:10, una alanina en el i'esiduo 108 de la SEQ ID NO:10, una
serina en el residuo 108 de.la SEQ ID NO:10, una alanina en el residuo 116 de la SEQ ID
NO:10, una alanina en el residuo 126 de la SEQ ID NO:10, una alanina en el residuo 132
de la SEQ ID NO:10, una alanina en el residuo 133 de la SEQ ID NO:10, una alanina en
el residuo 134 de Ia SEQ ID NO:10, una alanina en el residuo 140 de la SEQ ID NO:10,
una isolueina en el residuo 142 de la SEQ ID NO:10, una alanina en el residuo 143 de la
SEQ ID NO:10, una alanina en el residuo 146 de la SEQ ID NO:10, una lisina en el
residuo 147 de la SEQ ID NO:10, una alanina en el residuo 147 de la SEQ ID NO:10,
una tirosina en el residiio 148 de la SEQ ID NO:10, una alanina en el residuo 148 de la
SEQ ID NO:10, una alanina en el residuo 149 de la SEQ ID NO:10, uns alanina en el
residuo 150 de la SEQ ID NO:10, un écido glutdmico en el residuo 150 de ia SEQ ID
NO:10, una alanina en el residuo 151 de la SEQ ID NO:10, una alanina en el residuo
152 de la SEQ ID NO:10, un triptofan en el residuo 152 de la SEQ ID NO:10, una
alanina en el residuo 153 de la SEQ ID NO:10, una alanina en el residuo 154 de la SEQ
ID NO:10, una alanina en el résiduo 155 de la SEQ ID NO:10, una alanina en el residuo
158 de la SEQ ID NO:10, una serina en el residuo 160 de la SEQ ID NO:10, una alanina
en el residuo 161 de la SEQ ID NO:10, o una alanina en el residuo 162 de la SEQ ID
NO:10.

Las moléculas de écido nucléico de la invencidén incluyen ademas secuencias
nucleftidas que codifican muteinas de eritropoyetina recombinante que tienen al menos
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 85%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o
una identidad de secuencia de amino 4cida mas alta a una de las muteinas de
eritropoyetina arriba descritas. Para determinar la identidad de porcentaje de dos
secuencias de amino dcidos o de dos é4cidos mucléicos que codifican muteinas de
eritropoyetina, las s;amencias son alineadas para propésitos de comparacién dptima (por
ej: se pueden introducir espacios en la secuencia de una primera secuencia de amino
écido o de &cido nucléico para alineacién 6ptima con una secuencia amino &cida o de
acido nucléico). En seguida se comparan los residuos de amino acido o nuclebtidos en
posiciones amino #écidas mucledtidas correspondientes, Cuando una posicién en la
primera secuencia es ca.cupadn por el mismo residuo amino écido o nucleétido que la -
posicion correspondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas

en esa posicién. La identidad de porcentaje entre las dos secuencias es una funcién del
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nimero de las posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, identidad %
= # de posiciones idénticas que traslapan/# total de posiciones que traslapan x 100%). En
una realizacidn, las dos secuencias tienen la misma longitud.

Las moléculas de amino dcido de las invencién incluyen ademis secuencias
nucletidas que codifican muteinas de eritropoyetina recombinante, en donde la
secuencia de amino écido que codifica eritropoyetina que es alterada por una o mas de las
sustituciones, supresiones o modificaciones arriba descritas, comprende al menos 30%,
35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o0 98% de la
identidad de secuencia a la SEQ ID NQ:7. Las moléculas de écido nucléico de la
invencion también incluyen secuencias nucletidas que codifican muteinas de
. eritropoyetina recémbinmte, en donde la eritropoyetina que codifica la secuencia de
acido nucléico que es alterada por una o mis de las sustituciones, supresiones o
modificaciones arriba descritas, es una eritropoyetina no humana que codifica 4cido

nucléico.

La determinacion de identidad de porcentaje entre dos secuencias también puede
hacerse utilizando un algoritmo matemitico. Un ejemplo preferido, no limitante de un
algoritmo matemético utilizado para la comparacién de dos secuencias es el algoritmo de
Karlin y Altschul, 1990, Proc. Natl. Aca. Sci. USA 87:2264-2268, modificade como
Karlin y Altschul, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5877. Dicho algoritmo se
incorpora en los programas NBLAST y XBLAST de Altschul et al., 1990, J. Mol. Biol.
215:403-410. Las biasquedas del mucleétido BLAST pueden hacerse con el programa
NBLAST, puntaje = 100, longitud de palabrasg = 12, para obtener secuencias nucledtidas
homélogas a una molécula de 4cido mucléico de la invencidén. Las blsquedas de la
proteina BLAST puede.n bacerse con el programa XBLAST, puntaje = 50, longitud de
palabra = 3, para obtener las secuencias de amino écido homélogas a une molécula de
proteina de la invenciébn. Para obtener alineaciones espaciadas para fines de
comparacion, se puede utilizar Gapped BLAST tal como se describe en Altschul et al.,
1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402. Alternativamente, PSI-Blast puede utilizarse
para hacer una biisqueda iterada que detecte relaciones distantes entre moléculas
(Altschul et al., 1997, supra). Cuando se utilicen programas BLAST, Gapped BLAST y
PSI-Blast, pueden utilizarse los parimetros predeterminados de los respectivos programas
(por ej: XBLAST y NBLAST) (ver http://www.ncbinlm. nihgiv). Otro ejemplo
preferido, no limitante de un algoritmo matemético utilizado para la comparacién de
secuencias es el algoritmo de Myers y Miller, 1998, CABIOS 4:11-17. Dicho algoritmo
estd incorporado en el programa ALIGN (version 2.0} el cual forma parte del paquete de
software de alineacion de la secuencia GCG. Cuando se utilice el programa ALIGN para
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comparar secuencias de amino écidos, se puede utilizar una tabla de residuos de peso

PAM120, una pena de longitud de espacio de 12, y una pena de espacio de 4.

La identidad de porcentaje entre dos secuencias puede determinarse utilizando
técnicas similares a las arriba descritas, con o sin dejar espacios. Para calcular la

identidad de porcentaje, tipicamente sclo se cuentan las correspondencias exactas.

Las moléculas de 4cido nucléico de la invenci6én incluyen ademés: (a) cualquier
secuencia nucleétida que hibridice a una muteina de eritropoyetina o a una citoquina
recombinante protectora de tejido que codifique la molécula de dcido nucléico de la
invencion arriba descrita, bajo condiciones estrictas, por ej: hibridacién para filtrar ADN
6x cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a aproximadamente 45°C seguida por una o
mis lavadas en 0,2xSSC/0,1 SDS a aproximadamente 50-65°C , o (b) bejo condiciones
altamente estrictyas, por ¢j. hibridacién para filtrar Acido nucléico en 6xSSC a
aproximadamente 45°C seguida por une o més lavadas en 0,1x SSC/0,2 SDS a
aproximadamente 68°C , o bajo otras condiciones de hibridacién las cuales serin
aparentes para las personas versadas en la técnica (ver por ejemplo, Ausubel F. M. et al.,
eds. 1989, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. I, Green Publishing Associates,
Inc. Y John Wiley & Sons, Inc. New York, pags 6.3.1-6.3.6 y 2.10.3). Preferiblemente,
muteina de eritropoyetina que codifica la molécula de acido nucléico que se hibridiza
bajo las condiciones descritas en () y (b) anteriores, es una que comprende el
complemento de una molécul;, de acido nucléico que codifica una muteina de
eritropoyetina. En una realizacién preferida, las moléculas de écido nucléico que se
hibridizan bajo las condiciones (a) y (b) anteriores, codifican productos de proteina, por
ej: productos de proteina funcionalmente equivalentes, es decir, que tengan una o més de
las actividades de eritropoyetina arriba descritas, a una muteina de eritropoyetina.

Preferiblemente, los it;idos nucléicos de la invencién son humanos.

Las moléculas de &cido nucléico de la invencion incluyen ademas las anteriores
secuencias nucledtidas que se hibridizan a una muteina de eritropoyetina o a una
citoquina recombinante protectora de tejido tal como se describe arriba y que ademés les
falta o exhiben una reduccidn en al menos una actividad eritropoyética seleccionada del
grupo  consistente ‘de  sumento de hematocrito,  accidn  vasoactiva
(vasoconstriccidn/vasodilatacién), hiperactivacién de plaquetas, actividades pro-
coagulantes y aumento en la produccién de trombocitos; la citoquina o muteina
comprende al menos una actividades protectora celular de respuesta seleccionada del
grupo consistente en proteger, mantener, mejorar o restaurar la funcién o- viabilidad de
una célula, tejido u 6rgano mampifero de respuesta. La reduccién puede ser una leve
disminucién o casi falta de una de las actividades eritropoyéticas. Dichas reducciones
pueden medirse por técnicas estindar conocidas en la técnica (Gruber et al., 2001, J
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Biol.. Chem. 277(81): 27581-27584; Page et al., 1996, Cytokine 8(1):66-69; Park et al.,
1997, Mol. Cells 7(6):699-704; Wolf et al., 1997, Thromb Hacmost 78:1505-1509; y Dale
et al., 2002, Nafure 415:175-179. Los estudios de célula UT-7 descritos en la Seccién
6.17 son un ejemplo no limitante de una técnica para medir actividad eritropoyética
reducida o disminuida.

Las moléculas de écido nucléico de la invencion comprenden ademéis los
complementos de los 4cidos nucléicos arriba descritos.

Fragmentos de las moléculas de écido nucléico de muteina de eritropoyetina se
refieren a secuencias de écido nucléico de muteina de eritropoyetina arriba descritas que
pueden ser al menos 10, 12,, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500,

600, 700, 800, 900, 1000, 1050 o nucledtidos més contiguos longitud.
Alternativamente, los fragmentos pueden comprender secuencias que codifican al menos
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 o mis residuos de amino Acidos contiguos de la muteina de
eritropoyetina. En una realizacion, la molécula de &cido nucléico de la mutefna de
eritropoyetina codifica un producto de gen que exhibe al menos una actividad biol6gica
de una muteina de eritropoyetina correspondiente. Fragmentos de moléculas de &cido
nucléico de la muteina de eritropoyetina también se refieren a porciones de muteina de
eritropoyetina que codifican regiones que codifican dominios de, o muteina de
eritropoyetina madura.

La eritropoyetina deriv‘iEa de otros organismos puede utilizarse para crear las
muteinas de eritropoyetina de la invencién. Con respecto a la clonacién de variantes de
la muteina de eritropoyetina o de dcidos nucléicos de citoquina recombinante protectora
de tejido homélogos y ortélogos de otras especies, las secuencias de &cido nucléico de
eritropoyetina aislada que.se describen aqui pueden rotularse para filtrar unz libreria
cADN construida de mARN obtenida de células o tejidos apropiados derivados del
organismo en cuestién. Las condiciones de hibridacién utilizadas, deben ser generalmente
menos severas cuando la libreria cADN es derivada de un organismo diferente del tipo de
organismo del cual se derivo la secuencia rotulada, y rutinariamente, puede determinarse

con base en por ej: relativa relacién de los organismos objetivos y de referencia.

Alternativamente, el fragmento rotulado puede utilizargse para filtrar una libreria
gendmica derivada del organismo de interés nuevamente, utilizando condiciones de
severidad adecuadas. La persona versada en la técnica conocerd las condiciones de
severidad adecuadas y variard, dependiendo de los organismos especificos de los cuales
se derivan la libreria y las secuencias rotuladas. Para gula con respecto a dichas
condiciones, ver por ejemblo, Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, 2nd ed. Cold. Spring Harbor Press, N.Y.; y Ausubel et al., 1988-1989, Current
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Protocols in Molecular Biology , Green Publishing Associates and Wiley Interscience
N.Y., ambas publicaciones se incorporan por referencia en este contexto,

En una realizacidn.preferida, para hacer una citoquina recombinante protectora de
tejido el ADN se puede amplificar de cADN gendmico o cADN (es decir la SEQ ID
NO:7) mediante amplificacién de la reaccién de la cadena de polimerasa (PCR)
utilizando primeros disefiados de la secuencia conocida‘de una citoquina recombinante
protectora de tejido asociada u homéloga. PCR se utiliza para emplificar la secuencia
ADN deseada en ADN clon o una libreria cADN gendmica, antes de la seleccion. PCR
puede hacerse por ejemplo, mediante el uso de un ciclador térmico y polimerasa Taq
(Gene Amp®). La reaccién de cadena de polimerasa (PCR) se utiliza comiinmente para
obtener genes o fragmentos de genes de interés. Por ejemplo, una secuencia nucledtida
que codifique una citoquina recombinante protectora de tejido de cualquier longitud
deseada puede generarse utilizando primeros PCR que colinden con la secuencia
nucledtida que codifica el marco de lectura abierto. Alternativamente, una citoquina
recombinante protectora de tejido puede separarse en sitios apropiados con
endonucleasa(s) de restriccién si dichos sitios estén disponibles, liberando un fragmento
de ADN que codifica el gen de la citoquina recombinante protectora de tejido. Si no hay
sitios de restriccion convenientes disponibles, se pueden crear en las posiciones
apropiadas mediante mutegénesis dirigida en sitio y/o métodos de amplificacién de ADN
conocidos en la técnica (ver, por ejemplo, Shankarappa et al., 1992, PCR, Method Appl.
1: 277-278). El fragmento de ADN que codifica la citoquina recombinante es luego
aislado y ligado en el vector de expresién apropiado, teniendo cuidado de naesuraru que
se mantenga el marco de lectura de traslacién correcto.

Cualquier técnica de mutagénesis conocida en la técnica puede utilizarse para
modificar mucledtidos individuales en una secuencia ADN, con el fin de hacer
sustituciones de amino #cidos en la secuencia péptida expresada, o para crear/eliminar
sitios de restriccién para facilitar futuras manipulaciones. Dichas técnicas incluyen, més
no se limitan a mutagénesis quimica, mutagénesis dirigida en sitio in vifro, (Hutchinson
et al, 1978, Biol.. Chem. 253: 6551), mutagénesis dirigida por oligonucledtido (Smith,
1985, Ann. Rev. Genet. 19:423-463; Hill et al., 1987, Methods Enzyimol. 155:558-568) y
segiin se describe en la Seccidn 6.3, extension de traslapo basada en PCR (Ho et al,,
1989, Gene 77:51-59), mutagénesis de megaprimero basada en PCR (Sarkar et al., 1990,
Biotechniques, 8. 404-407), etc. Se pueden confirmar modificaciones, por ejemplo por
secuenciacion ADN dideoxinucledtida de doble hebra.

La invenciébn también incluye moléculas de é&cido nucléico, preferiblemente
moléculas ADN que sean complementos de les secuencias nucleStidas de los anteriores
phrrafos.
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En algunas realizaciones las moléculas de dcido nucléico de la invencién se
presentan como parte de moléculas de fcido nucléico que comprenden secuencias de
#cido nucléico que contienen o codifican secuencias heterélogas (por ej: vector, vector de

expresion o proteina de fusi6n).

5.2 CITOQUINAS RECOMBINANTES PROTECTORAS DE TEJIDO DE
LA INVENCION

Las citoquinas recombinantes protectoras de tejido de la invencidén incluyen
muteinas de eritropoyetina que mantienen actividad eritropoyética total o parcial.
Eritropoyetina es una hormona de glicoproteina que en seres humanos tiene un peso
.molecular de aproximadamente 34 kDa. La proteina madura comprende 165 amino
acidos y los residuos deglicosil comprende aproximadamente 40% del peso de la
molécula. Las formas de citoquina recombinante protectora de tejido Gtil en la préctica
de la presente invencion abarcan al menos un cambio de amino #cido en formas sintéticas
y recombinantes que ocurren naturalmente, de las siguientes moléculas humanas y otras
mamiferas asociadas con eritropoyetina:  eritropoyetina, asialoeritropoyetina,
eritropoyeina deglicosilada, anélogos de eritrapoyetina, miméticos de eritropoyetina,
fragmentos de eritropoyetina, moléculas de eritropoyetina hibridas, moléculas de enlace
receptor de eritropoyetina, agonistas de eritropoyetina, eritropoyetina renal, eritropoyeina
cerebral, oligbmeros y multin’i'eroa de lo mismo, y congéneres de lo mismo. Dichas
* citoquinas recombinantes protectoras de tejido equivalentes incluyen eritropoyetinas
mutantes, las cuales pueden contener sustituciones, supresiones, incluidas supresiones
internas, adiciones, incluidas adiciones que produzcan proteinas de fusién o sustituciones
conservadoras de residuos de amino acidos dentro y/o adyacentes a la secuencia de amino
acido, pero que resulten en un cambio “silente”, en el sentido de que el cambio produzca
una muteina de eritropoyetina o citoquina recombinante funcionalmente equivalente, En
una realizacién preferida, la citoquina recombinante protectora de tejido es no-
eritropoyética, es decir, le falta 0 exhibe una actividad eritropoyética reducida. Las
sustituciones conservadoras de amino &cidos pueden hacerse con base de similitud en
polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad y/o la naturaleza anfiféitica de
los residuos del caso. Por ejemplo, amino écidos no polares (hidrofobicos) incluyen
alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptofan y metionina; emino
Acidos neutrales polares incluyen glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina y
glutamina; amino édcidos cargados positivamente (basicos) incluyen arginina, lisina e
histidina; y amino Acidos cargados negativamente (acidicos) incluyen 4cido aspértico y
icido glutimico. Alternativamente, se pueden utilizer cambios de amino écido no

conservadores € inserciones y supresiones mds grandes para crear citoquinas
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recombinantes protectoras de tejido alteradas funcionalmente. Dichos mutantes también
pueden utilizarse para alterar las propiedades de eritropoyetina en las formas que se
desee. Por ejemplo, en una realizacién, una eritropoyetina fitil para la prictica de la
invencion puede ser una citoquina recombinante protectora de tejido alterada en uno o
més amino dcidos dentro de los cuatro dominios funcionales de eritropoyetina que
afectan el enlace receptor: VLQRY (SEQ ID NO:1) y/o TKVNFYAW (SEQ ID NO:2)
y/o SGLRSLTTL (SEQ ID NO:3) y/o SNFLRG (SEQ ID NO:4). En otra realizacién, se
pueden utilizar eritropoyetinas que contienen mutaciones en las reas circundantes de la
molécula que afecta la tinética o las propiedades de enlace del receptor de la molécula.
La determinacién de qué alteraciones o qué posiciones en los dominios afectarén el
_enlace se puede hacer utilizando métodos estindar. Por ejemplo, los dominios pueden
alterarse por mutaciones de alanina en pares (mutagénesis de scan-ale) seguidas por
medicién de cinética de enlace de mutantes para examinar el efecto en enlace a un
receptor (Bemat et al., 2003, PNAS 100:952-957; Wells et al., 1989, Science 244:1081-
1085).

El término “citoquina recombinante protectora de tejido” asi como “una citoquina
recombinante protectora de tejido” puede utilizarse en forma intercambiable o conjunta,
para abarcar las citoquinas recombinantes protectoras de tejido de la invencién y otras
modificaciones de las mismas, tales como formas deglicosiladas, asialiladas y otras
formas parcialmente gli'cosilac!,as de Ia citoquina recombinante protectora de tejido, o
modificaciones quimicas de los amino écidos. Ejemplos no limitantes de dichas
variaciones se describen en Tsuda et al., 1990 Eur J.Biochem. 188:405-411, Ia cual se
incorpora en este contexto por referencia. Las citoquinas son altamente flexibles, y en el
cas;) de la hormona de crecimiento humana se sabe que se requiere tal flexibilidad para la
activacion funcionalidad equivalente (Wells et al., 1989, Science 244:1081-1085). Por
ello, las mutaciones que estabilizan la estructura tri-dimensional de una citoquina,
evitando la activacién normal del receptor de eritropoyetina se incluyen en la presente
invencion. Ademais, se puede utilizar una variedad de sistemas anfitriones para la
expresidn y produccién de las citoquinas recombinantes protectoras de tejido, incluidos,
mis no limitados a sistemas celulares de bacterias, levadura, insectos, plantas y
mamiferos, incluidos los sistemas mamiferos humanos. Por ejemplo, la eritropoyetina
recombinante producida en bacterias, que no glicosidan, asialilan o glicosilan
parcialmente el producto ‘podrian utilizarse para producir formas no glicosiladas de la
citoquina recombinante protectora de tejido o se pueden glicosilar posteriormente
utilizando métodos conocidos en la técnica, tales como, més no limitando a las técnicas
que se divulgan en las solicitudes de Patente Nos. US 2003/0040037 Al y US
2003/0003529 para el uso de fucosilacién con el fin de ajustar la glicosilacion de las
proteinas. Alternativamente, la citoquina recombinante protectora de tejido puede ser
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producida en otros sistemas capaces de glicosilar las proteinas expresadas, por ¢j: células
de plantas, incluidas células humanas.

Tal como se dice arriba, la invencién abarca cualquier molécula moduladora de
actividad del receptor de eritropoyetina capaz de ejercer actividad positiva en células de
respuesta, independientemente de la relacién estructural de la molécula con la
eritropoyetina.

Ademés, la citoquina recombinante protectora de tejido puede modificarse de
acuerdo con sus actividades para un tejido o tejidos en particular. Varias estrategias no
limitantes que pueden hacerse para lograr esta especificidad de tejido deseada incluyen
modificaciones que acortan la vida promedio de circulacién y por ello, reducen el tiempo
en que la citoquina recombinante protectora de tejido puede interactuar con precursores
eritroides, o modificacién de la estructura primaria de la molécula de muteina de
eritropoyetina o citoquina recombinante protectora de tejido. Un enfoque para reducir la
vida media de circulacién es remover o modificar los medios de glicosilacién, de los
cuales eritropoyetina tiene tres enlazados-N y uno enlazado-O. Dichas variantes de una
citoquina glicosilada puede producirse de varias formas. Por ejemplo, técnicas para
modificar la estructura primaria de eritropoyetina para generar las citoquinas protectoras
de tejido de la presente invencién son bastantes, e incluyen la sustitucién de uno o més
amino dcidos especificos, es decir, por mutacién de los amino 4cidos en los sitios de
glicosilacién de enlace N o de-énlace O y/o modificacién quimica de uno o més amino
&cidos, o adicién de otras estructuras que interfieren con la interacci6n de eritropoyetina
con cualquiera de sus receptores. El uso de dichas formas de citoquinas recombinantes
protectoras de tejido se incluye en su totalidad en esta invencion. Los cidos siflicos que
terminan en el extremo de las cadenas de anmicar pueden removerse por sialidasas
especificas, dependiendo del enlace quimico que conecta el acido sidlico con la cadena de
azicar. Alternativamente, la estructura glicolisada deshacerse de varias formas utilizando
otras enzimas que se separen en enlaces especificos. En una realizacién preferida, Ia
vida promedio de la citoquina recombinante protectora de tejido de Ia invencién se

reduce en aproximadamente el 90% en comparacién con la de la eritropoyetina nativa.

No obstante, algunas de estas citoquinas recombinantes protectoras de tejido
imitardn las acciones de la eritropoyetina en si en otros tejidos u 6rganos. Por ejemplo
une 17-mer que contenga la secuencia de amino acidos de 31-47 de eritropoyetina nativa
es inactiva para eritropoyesis pero totalmente activa para células neurales in vifro
(Campana & O’Brien, 1998: Int. JMol. Med. 1:235-41).

Ademéds, las moléculas derivadas de citoquina recombinante protectora de tejido
deseables para los usos descritos aqui pueden generarse mediante guanidinacién,
amidinacion, carbamilacién (carbamoilacién), trinitofenilacién, acilacién, tal como
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acetilacién o succinilacién, nitracién o modificacién de residuos de arginina, écido
aspirtico, dcido glutdmico, lisina, tirosina, triptofan o cisteina o grupos carboxilo, entre
otros procedimientos, tales como prote6lisis limitada, remocién de grupos amino y/o
sustitucién mutacional de residuos de arginina, lisina, tirosina, tirptofan o cisteina por
medio de técnicas biol6gicas moleculares para producir muteinas de eritropoyetina o
citoquinas recombinantes protectoras de tejidos que mantengan un nivel adecuado de
actividades para los érganos o tejidos especificos, pro no para otros, tales como
eritrocitos (por ej: Satake et al.; 1990, Biochim. Biophys. Acta 1038:125-9, la cual se
incdrpora en este contexto en su totalidad). Un ejemplo no limitante como el que se
describe a continuacién, €s la modificacion de residuos de arginina de eritropoyetina
_mediante reaccién con un glioxal tal como fenilglioxal (de acuerdo con el protocolo de
Takahashi, 1977, J. Biochem. 81:395-402). Como se verh a continuacién, dichs molécula
de citoquina recombinante protectora de tejido retiene totalmente el efecto neurotréfico
de la eritropoyetina. Dichas moléculas de citoquina recombinante protectora de tejido se
incluyen totalmente para los varios usos y composiciones que se describen aqui.
Ademas, estas modificaciones quimicas pueden utilizarse posteriormente para mejorar los
efectos protectores de las citoquinas recombinantes protectoras de tejido o para
neutralizar cambios en la carga de la molécula que resulten de la mutacién de amino
4cido de la eritropoyetina nativa. Dichas modificaciones se describen en las solicitudes
co-pendiente, serie No. PCT/US01/49479, radicada el 28 de diciembre de 2001; serie No.
09/753,132, radicada el 29 de diciembre de 2000 y Expediente Attorney’'s Docket)
No.KW00-009C02-US, radicado el 3 de julio de 2002, todo lo cual se incorpora por
referencia en este contexto.

Moléculas sintéticas y recombinantes, tales como eritropoyetina cerebral y
eritropoyetina renal, formas mamiferas recombinantes de eritropoyetina, asi como sus
isoformas que ocurran naturalmente, derivadas de tumores y recombinantes, tales como
las moléculas expresadas en forma recombinante y las preparadas por recombinacién
homéloga se proveen en esta invencién. Ademsis, la presente invencién incluye
moléculas incluidos péptidos que enlazan el receptor de eritropoyetina, asi como
constructores recombinantes u otras moléculas que poseen parte o todas las propiedades
estructurales y/o biolbgic'l;s de eritropoyetina, incluidos fragmentos y multimeros de
eritropoyetina o sus fragmentos. Muteinas de eritropoyetina u otras citoquinas
recombinantes protectoras de tejido que tengan nimeros adicionales o reducidos de sitios
de glicosilacién también se incluyen aqui. Tal como se dice arriba, los términos
“eritropoyetina” y “miméticos”, asi como los otros téminos se utilizan de manera
intercambiable para referirse a las moléculas protectoras y mejoradoras de células de
respuesta relacionadas con eritropoyetina, asi como a moléculas que pueden atravesar

barreras de células endoteliales. Ademis, las moléculas producidas por animales
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transgénicos también se incluyen aqui. Debe observarse que las moléculas de
eritropoyetina que se incluyen en este contextc no necesariamente se asemejan
estructuralmente, ni de otro modo, a eritropoyetina, salvo por la capacidad de interactuar
con el receptor de eritropoyetina 0 modular la actividad del receptor de eritropoyetina o
activar cascadas de seﬁn_les activadas por eritropoyetina, tal como se describe aqui.

A modo de ejemplos no limitantes, formas de citoquinas recombinantes
protectoras de tejidos Gtiles para la préctica de la presente invencién incluyen citoquinas
recombinantes protectoras de tejidos tales como aquellas con amino acidos alterados en el
terminal carboxi descritas en la Patente U.S 5,457,089 y en la Patente U.S. 4,835,260;
isoformas de asialoeritropoyetina y eritropoyetina cn varios mimeros de residuos de &cido

.sillico por molécula, tales como las que se describen en la Patente U.S. 5,856,298,
polipéptidos descritos en la Patente U.S. 4,703,008; agonistas descritos en Ia Patente U.S,
5,767,078, péptidos que se enlazan al receptor de eritropoyetina seglin se describe en las
Patentes U.S. Nos. 5,773,569 y 5,830,851; miméticos de moléculas pequefias que activan
el receptor de eritropoyetina tal como se describen en la Patente U.S. 5,835,382, y
anilogos de eritropoyetina descritos en WO 9505465, WO 9718318 y WI 9818296.
Todas estas citaciones se incorporan en este contexto en la medida que ias mismas se
refieran a las varias formes o procesos alternos para preparar dichas formas de las
citoquinas recombinantes protectoras de tejido de la presente invencién.

La eritropoyetina se puedé: obtener comercialmente, por ejemplo, bajo las marcas
de PROCRIT, de Ortho Biotech, Inc. Raritanm, NJ y EPOGEN, de Amgen, Inc.,
Thousand Oaks, CA.

La actividad (en unidades) de eritropoyetina (EPO) y moléculas perecidas a
eritropoyetina se define tradicionalmente con base en su efectividad para estimular la
produccién de glébulos rojos en modelos roedores (y tal como se deriva de las normas
internacionales de eﬁttt'apoyetina). Una unidad (U) de eritropoyetina regular (MV entre
30,000 y 34,000) es ~ 8 ng de proteina (I mg de proteina es aproximadamente 125,000
U). Sin embargo, como el efecto sobre eritropoyesis es incidental a las actividades que se
desean en este contexto y pueden ser no necesariamente una propiedad detectable de
algunas de las citoquinas recombinantes protectoras de tejido de la invencién, la
definicién de actividad basada en eritropoyesis es inadecuada Por ello, tal como se
utiliza aqui, la unidad de actividad de eritropoyetina o de moléculas de eritropoyetina se
define como la cantided de proteina requerida para provocar la misma actividad en
sistemas neurales y otros sistemas celulares de respuesta como Ia que provoca la
eritropoyetina internacional estindar de la OMS en el mismo sistema. La persona versada

en la técnica determinard fhcilmente las unidades de una citoquina recombinante
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protectora de tejido no eritropoyética 0 molécula asociada luego de la guia que se ofrece
aqul.

Las muteinas de citoquina recombinante protectora de tejido incluyen, pero no se
limitan a aquellas proteinas y polipéptidos codificados por las secuencias de écido
nucléico de eritropoyetina que se describen en la Seccién 6.3 La invencién abarca
muteinas que son funcionalmente equivalentes al producto del gen de eritropoyetina que
se describe en la Seccion 6.3 Dichos productos del gen de eritropoyetina pueden
contener una o0 més supresiones, adiciones o sustituciones de residuos amino Acidos de
eritropoyetina dentro de la secuencia de amino 4cido codificada por una secuencia de
dcido nucléico de eritropoyetina, pero que resultan en un cambio silente, produciendo de
.este modo un producto del gen de eritropoyetina funcionalmente equivalente. Las
sustituciones de amino &cido pueden hacerse sobre la base de similitud en polaridad,
carga, solubilidad; hidrofobicidad, hidrofilicided, y/o la naturaleza anfifitica de los
residuos en cuestién.

Las muteinas de la citoquina recombinante protectora de tejido de la invencién
pueden generarse por mutagénesis, por ej: por mutacién o truncacién en un punto
separado,. Una muteina de eritropoyetina recombinante de la invencién conserva las
actividades biol6gicas protectoras celulares de la forma que ocurre naturalmente, pero le
puede faltar una o més actividades eritropoyéticas de la forma de la proteina que ocurre
naturalmente. Por ello, los efectés bioldgicos especificos pueden provocarse mediante la
adicién de una muteina de funcién limitada.

La modiﬁcacié;l de la estructura de las muteinas de la citoquina recombinante
protectora de tejido puede ser con el fin de mejorar la eficacia, estabilidad o
modificaciones post-transtacionales (por ej: para alterar el patron de fosforilacién de las
muteinas). Dichas muteinas de citoquina recombinante protectora de tejido, cuando son
disefladas para retener al menos una actividad protectora celular de la forma de la
proteina que ocurre naturalmente, o para producir antagonistas especificos de la misma,
son consideradas equivalentes funcionales de las muteinas de la citoquina recombinante
protectora de tejido. Dichas muteinas de citoquina recombinante protectora de tejido
modificadas pueden producirse, por ejemplo, mediante sustitucidn, supresién o adicion
de amino dcidos.

Por ejemplo, es razonable esperar que un reemplazo aislado de una leucina con
una isoleucina o valina, un aspartato con un glutamato, una treonina con una serina o
reemplazo similar de un amino écido con un amino écido relacionado estructuraimente
(es decir, mutaciones isol_;éricas y/o isoeléctricas) no tendrin un efecto mayor en la
actividad biologica de la molécula resultante.
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Si un cambio en la secuencia amino écida de una muteina de citoquina
recombinante protectora de tejido resulta en una homéloga funcional o en una homéloga
no funcional (es decir, si le faltan una o més de las actividades de la citoquina no
mutada), se puede determinar ficilmente evaluando la capacidad de la muteina variante
para producir una respuesta en células de una manera parecida a la citoquina silvestre, o
para inhibir dicha respuesta.. Las muteinas de citoquina recombinante protectoras de
tejido en las que se puede hacer mis de un reemplazo pueden pmbafse del mismo modo,

Las muteinas de la invencién que exhiben funciones alteradas pueden
identificarse escogieﬁdO librerfas combinatorias de mutantes, por ej: mutantes de
truncacion, de la citoquina recombinante protectora de tejido para la actividad deseada o
falta de la misma. En una realizacién, una libreria abigarrada de variantes se genera por
la mutagénesis combinatoria en el nivel de 4cido nucleico y es codificada por una libreria
de genes abigarrados. Una librerfa abigarrada de variantes puede producirse por ejemplo,
ligando enziméticamente una mezcla de oligonucleétidos sintéticos en secuencias amino
&cidas de modo que un conjunto degenerado de secuencias potenciales de proteinas sea
expresable como polipéptidos individuales, o altemnativamente, como un conjunto de
proteinas de fusién mis grandes (por ej: para exhibicion de fagos). Existe una variedad de
métodos que se pueden utilizar para producir librerias de variantes potenciales de las
citoquinas recombinantes protectoras de tejido de la invencién a partir de una secuencia
oligonuclectida degenerada. l}n la técnica se conocen los métodos para la sintetizacion
de oligonucleétidos degenerados (ver por ej: Narang, 1983 Tefrahedron 39:3, Itakura et
al., 1984, Annu. Rev. Biochem. 53:323; Itakura et al., 1984, Science 198:1056; Ike et al.,
1983, Nucleic Acid Res. 11:477).

Ademds, libreries de fragmentos de la secuencia codificadora de una citoquina
recombinante protectora de tejido segiin la invencidén puede utilizarse pafa generar una
poblacién abigarrada de citoquinas recombinantes protectoras de tejido paera filtrar y
seleccionar muteinas. Por ejemplo, una libreria de fragmentos de codificacién de
secuencia puede generarse tratando un fragmento PCR de doble hebra de la secuencia de
codificacién en cuestién con una nucleasa bajo condiciones en donde el corte ocurra solo
una vez por molécula, desnaturalizando el ADN de doble hebra, remadurando el ADN
para formar el ADN de doble hebra el cual puede incluir pares sentido/antisentido de
diferentes productos cortados, removiendo las porciones de una sola hebra de diplex
reformados mediante tratamiento con nucleasa SL y ligando la libreria de fragmentos
resultante en un vector de expresién. Mediante este método se puede derivar una libreria
de expresion que codifique fragmentos de terminal N e internos de varios tamafios de

muteinas de citoquina recombinante protectora de tejido en cuestién.



En la técnica se conocen varias técnicas para seleccionar productos de gen de
librerias combinatoﬁas_ hechas por mutaciones o truncaciones de punto, y para
seleccionar librerias cADN para productos de gen que temgan upa propiedad
seleccionada. Las técnicas utilizadas mfs ampliamente, susceptibles a anélisis
procesado, para la seleccién de librerias grandes de genes, incluyen tipicamente la
clonacién de la librerfa del gen en vectores de expresién replicables, transformando
células apropiadas con la libreria de vectores resultante, y é:presando los genes
combinatorios bajo condiciones en las cuales la deteccién de una actividad deseada
facilite el aislamiento del vector que codifica el gen cuyo producto se detectd. La
mutagénesis de conjunto recursiva (recursive ensemble mutagenesis ) (REM), une técnica
_que mejora la frecuencia de mutantes funcionales en las librerias, puede utilizarse en
combinacién con los estudios de seleccion para identificar muteinas de una citoquina
recombinante protectora de tejido de la invencién (Arkin y Yourvan, 1992, Proc. Natl
Acad. Sci. USA 89:7811-7815; Delgrave et al., 1993, Protein Engineering 6(3):327-331).

Se puede crear una molécula aislada de dcido nucléico que codifica una muteina
introduciendo una o mis sustituciones, adiciones o supresiones nucledtidas en la
secuencia nucle6tida de eritropoyetina, de modo que se pueda introducir una o més
sustituciones, adiciones o supresiones de amino écido en la citoquina recombinante
protectora de tejido codificada. Las mutaciones pueden introducirse mediante técnicas
estindar, tales como por mutngenesis dirigida en sitio y mutagenesis mediada por PCR.
En resumen, se diseflan primeros PCR que eliminen el codon trinucle6tido del amino
ficido que se vaya a cambiar y reemplazarlo con el codon trinucleétido del amino &cido
que se vaya a incluir. . Este primero se utiliza en la amplificacién PCR de ADN que
codifica la citoquina recombinante protectora de tejido de interés. El fragmento es luego
aislado e insertado en el cADN de longitud completa que codifica la citoquina protectora
de tejido de interés y se expresa de manera recombinante. La citoquina recombinante
protectora de tejido resultante incluye ahora el reemplazo de amino 4cido.

Se pueden hacer sustituciones de amino dcido conservadoras o no conservadoras
en unoc o méis residuos de amino #cido. Se pueden hacer sustituciones tanto
conservadoras como no conservadoras. Reemplazos conservadores son los que tienen
lugar dentro de una familia de amino icidos que estin relacionedos en sus cadenas
laterales. Los amino acidos codificados genéticamente pueden dividirse en cuatro
familias: (1) acidicos = aspartato, glutamato; (2) basicos = lisina, arginina, histidina; (3)
no polares = alanina, velina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina,
triptofan; y (4) polares no cargados = glicina, asparagina, glutamina, cisteina, serina,
treonina, tirosina. De igual forma, el repertorio de amino écidos puede agruparse como
(1) acidicos = aspartato, glutamato; (2) bésicos = lisina, arginina, histidina; (3) aliféticos
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= glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, serina, treonina, agrupando serina y
treonina por separado como alifitico-hidroxil; (4) arométicos = fenilalanina, tirosina,
triptofan; (5) amidas = asparegina, glutamina; y (6) cisteina que contiene sulfuro y
metionina. (Ver por ¢j: Biochemistry, 4 edicién, por L. Stryer, WH Freeman y Co, 1995).

Alternativamente, se pueden introducir mutaciones aleatorias a lo largo o parte de
la secuencia de codificacién de una citoquina recombinante protectora de tejido, tal como
por mutagenesis de saturacion, y seleccionar los mutantes resultantes para actividad
biologica con el fin de identificar mutantes que retengan actividad. Luego de la
mutagenesis, la proteina codificade puede expresarse de manera recombinante y se puede
determinar la actividad de la citoquina recombinante protectora de tejido.

Ademis de las modificaciones de eritropoyetina ya mencionadas, la siguiente es
una ampliacion acerca de las varias citoquinas recombinantes protectoras de tejido de la
invencién. Tal como se describe en Elliot et al., Boissel et al. y Wen et al., amiba
mencionados, las siguientes muteinas de eritropoyetina son 1itiles para los fines descritos
y pueden proveerse en une composicién farmacéutica para los métodos aqui descritos.
En la nomenclatura de muteina que se utiliza aqui, el amino écido cambiado se muestra
primero con el cbdigo de una letra del amino écido nativo, seguido por su posicién en la
molécula de eritropoyetina, seguido por el cddigo de una letra del amino 4cido de
reemplazo. Por ejemplo, eritropoyetina humana S100E” o citoquina recombinante
protectora de tejido S100E” se refiere a una molécula de eritropoyetina en la cual el
amino écido 100, se ha cambiado una serina por 4cido glutdmico. Dichas muteinas (tiles
para la prictica de la 'presente invencién incluyen pero no se limitan a eritropoyetina

humana con al menos uno delos siguientes cambios de amino &cido:

16A, C7A, CTS,

RI01, V11S, L12A, E13A, R14A, R14E, R14Q, Y15A, Y15F, YI5L,
K20E, K20A,

E21A,

N24K, C29S, C29Y, A30N, H32T,

C33S, CEEY, N38K, N83K,

P42N,

P42A, D43A, T441, K45D, K45A, V46A, N47A, F481, F48A, Y49A, Y495, supresion
44-49,

WSIF, WSIN, K524,
QS9N,

E62T,

L67S,

L70A,

D96R, K97A,
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S100R, S100E, S100A, S100T, G101A, G1011, L102A, R103 A, R103E, S104A, S104],
L105A, T106A, T106l, T107A, T107L, L108K, L108 A, L108S,

KI116A,
S126A,

T132A,
1133A, TI34A,

K140A,

F142],

RI43A,

S146A, N147K, N147A, F148Y, P148A, L149A, R150A, R150A, R150E, G151A,
K152A, K152W,

LIS3A,

K154A,

KI55A, GI58A,

C160S, C161A o R162A.

En realizaciones preferidas, una muteina de eritropoyetina o una citoquina
recombinante protectora de tejido de la invencién comprende una o més de las
sustituciones anteriores. En otras realizaciones, la muteina de eritropoyetina u otra
citoquina recombinante protectora de tejido dela invencibn comprende una de las

sustituciones anteriores o una combinacion de las mismas.

En otra realizacién, ‘las citoquinas recombinantes protectoras de tejido,
composiciones farmacéuticas, uso y métodos de tratamiento de la invencién comprenden
una o més de las sustituciones anteriores con la salvedad de que no comprenden una o
mas de las siguientes sustituciones: 16A, C7A, K20A, P42A, D43 A, K45D, K45A, F48A,
Y49A, K52A, K49 A, SldOE, R103A, K116A, T132A, 1133A, K140A, N147K, N147A,
R150A, R150E, G151A, K152A, K154A, G158A, C161A ni R162A. En una realizacién
asocieda de la invencién, las citoquinas recombinantes protectoras de tejido,
composiciones farmacéuticas, uso y métodos de tratamiento de la invencién comprenden
una o mds de las sustituciones anteriores, con la salvedad de que no comprenden ninguna
de las siguientes combinaciones de sustituciones: N24K/N38K/N83K o A30N /H32T.

En ciertas realizaciones, més de uno de los cambios de amino 4cido anteriores
pueden combinarse para hacer una muteina. Ejemplos de dichas combinaciones
incluyen, més no se limitan a: K45D/S100E, A30N/H32T, K45D/R150E,
R103E/L108S, K140A/K52A, K140A/K52A/K45A, K97A/K152A,
K97A/KI152A/K45A, K97A/K152A/K45A/KS52A, K9TA/K152A/K45A/K52A/K140A,
K97A/K152A/K45A/K52A/K140A/K154A, N24K/N3ISK/N83K y N24K/Y15A. En
ciertas realizaciones, la muteina de la citoquina recombinante protectora de tejido de la

invencion no comprende una o més de las sustituciones miitiples anteriores. En ciertas
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realizaciones, la composicion farmacéutica de la invencién que comprende la citoquina
recombinante protectora de tejido de la invencidn no comprende una o més de las
anteriores sustituciones miultiples. En ciertas realizaciones, el uso y métodos de
tratamiento de la invencidn que utilizan la muteina de citoquina recombinante protectora

de tejido de la invencién no comprenden una o més de las anteriores sustituciones
multiples.

Algupas modificaciones o combinaciones pueden afectar la ﬂexibiiidad de una
muteina de eritropoyetina de hacer el enlace a un receptor, tal como el receptor de
eritropoyetina al cual se enlaza la eritropoyetina o la muteina de eritropoyetina. Ejemplos
de dichas modificaciones o combinaciones de lo mismo ftiles en las composiciones y
.métodos de la invencién incluyen, més no se limitan a: K152W, R41A/Y15A, I6A, C7A,
D43 A, P42 A, F48A, Y49A, T132A, 1133A, T134A, N147A, P148A, R150A, GIS1A,
G158A, C161 A y R162A. Se sabe que las mutaciones cormrespondientes son
detrimentales para la hormona de crecimiento lumano (Wells et al). En ciertas
realizaciones, la muteina de citoquina recombinante protectora de tejido de la invencién
no comprende una o mis de las sustituciones anteriores. En ciertas realizaciones, las
composiciones farmacéuticas de la invencién que comprenden la muteina de citoquina
recombinante protectora de tejido de la invencién, no comprenden una o més de las
sustituciones anteriores. En ciertas realizaciones, el uso y métodos de tratamiento de la
invencion que utiliza la muteina de citoquina recombinante protectora d.e tejido de la

invencién no comprenden una o mis de las sustituciones anteriores.

Ademais de una de las anteriores modificaciones de amino 4cido, una citoquina
recombinante protectora de tejido de la invencién también puede tener al menos ningin
medio de 4cido sidlico, referida como muteina de asialoeritropoyetina. Preferiblemente,
la muteina de asialoeritropoyetina de la invencién es asialoeritropoyetina humana. En
otras realizaciones, la citoquina recombinante protectora de tejido de la invencién puede
teneral menos 1, 2,3, 4, 5, 6, 7,8, 9, 10, 11, 12 6 13 residuos de 4cido sidlico. Se puede
preparar mediante desialilacion de una citoquina recombinante protectora de tejido
utilizando sialidasa, tal como se describe en el empaque del fabricante para Sialydase A
de ProZyme Inc.,San Leandro, California. Tipicamente, PROZYME® GLYCOPRO®,
SIALYDASE A™ grado de secuencia (N-acetilneuraminato glicohidrolasa, EC 3.2.18)
se utiliza para separar todos los residuos de Acido siflico que no se reduzcan, de
carbohidratos complejos y glicoproteinas tal como eritropoyetina. También separan
acidos siAlicos ramificados (enlazados a un residuo interno). Sialydase A es aislada de un
clon de Arthrobacter ureafaciens.

Un ejemplo no limitante de sialilacién de un glicopéptido se encuentra en la
Solicitud de Patente US No. US 2003/0040037, la cual divulga los métodos de
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sialilacién utilizando sialiltransferasas mamiferas o humanas. Otro ejemplo no limitante
de métodos de sialilacién y alteracién de patrones de sialilacién en glicoproteinas se
encuentra en la Solicitud de Patente US No. US 2002/0160460 Al y en la US 6,399,336
B1. Allf, se divulgan métodos in vitro para sialilar glicoproteinas recombinantes en donde
un medio donante de 4cido sillico es combinado con una glicoproteina que tiene un
medio de aceptor de galactosa o N-acctilgalactosamina. En dichos métodos, una
sialiltransferasa combinada con el aceptor o donante, fijan un dcido sidlico a un sacérido.

Una citoquina recombinante protectora de tejido de la invencién puede tener al
menos un nimero reducido de carbohidratos enlazados N. Para retirar los:carbohidratos
con enlace N, una citoquina recombinante protectora de tejido se puede tratar con
hidracina, de acuerdo por ejemplo, con los métodos descritos por Hermentin et al., 1996,
Glycobiology 6(2):217-36. Como ya se dijo antes, eritropoyetina tiene 3 medios de
carbohidrato de enlace N; Ia presente invencion abarca esas eritropoyetinas con dos, uno
o ningln carbohidrato de enlace N.

Una citoquina recombinante protectora de tejido de la invencién puede tener al
menos un carbohidrato como resultado de tratamiento de una citoquina recombinante
protectora de tejido con al menos una glicosidasa. Por sjemplo, se puede seguir el
procedimiento de Chen y Evangelista, 1998, Electrophoresis, 19(15):2639-44, Ademés,
la remoci6n del carbohidrato de enlace O puede hacerse siguiendo los métpdos descritos
en Hokke et al. Eur. J. Biochem 228(3):981-1008.

La porciodn de carbohidrato de una molécula de citoquina recombinante protectora
de tejido puede tener al menos un patrén de glicosilacién no mamifero como resultado
de la expresién de una muteina de citoquina recombinante protectora de tejido en células
no mamiferas. Preferiblemente, las citoquinas recombinantes de la invencidn son
expresadas en células vegetales o de insectos. A modo de ejemplo no limitante, la
expresién de una citoquina recombinante protectora de tejido en células de insectos
utilizando un sistema de expresién de baculovirus puede hacerse de acuerdo con Quelle
et al., 1989, Blood ‘14(2);652—657. Otro método se describe en la Patente U.S. 5,637,477.

La expresién en un sistema vegetal se puede hacer de acuerdo con el método de
Matsumoto et al., 1993, Biosci. Biotech. Biochem. 57(8):1249-1252. Alternativamente, la
expresion en bacterias resultard en formas no glicosiladas de una citoquina recombinante
protectora de tejido. Estos son meramente métodos de ejemplo fitiles para la produccién
de una citoquina recombinante protectora de tejido de la invencién y no son limitantes en
modo alguno.

Un ejemplo no limitante de modificacién de patrones de glicosilacién es utilizar
fucosilacion, tal como se divulga en la Solicitud de Patente U.S. No. US 2003/0040037
Al y en la Solicitud de Patente U.S. No. US2003/0003529 Al. Alli se divulgan métodos
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para modificar un patron de glicosilacién de un glicopéptido contactando un glicopéptido
que tenga un medio aceptor para una fucosiltransferasa, con una mezcla de reaccién que
tenga un medio donante de fucosa para modificar el patrén de glicosilacién del
gliopéptido. Se divulgan métodos para modificacién de patrones de glicosilacion
utilizando un glicopéptido recombinante.

Una citoquina recombinante protectora de tejido de la invencién puede tener al
menos uno o mas carbohidratos oxidados que también puedan reducirse quimicamente,
Por ejemplo, la citoquina recombinante protectora de tejido puede ser una muteina de
eritropoyetina oxidada con periodato; la muteina de eritropoyetina oxidada con periodato
también puede ser reducide quimicamente con una salde borohidruro, tal como
borohidruro sédico o cianoborohidruro sédico. La oxidacién de periodato de la muteina
de eritropoyetina puede hacerse, por ejemplo, por los métodos descritos por Linsley et al.,
1994, Anal. Biochem. 219(2):207-17. Se puede hacer reduccién quimica Iuego de la
oxidacién con periodato siguiendo los métodos de Tonelli y Meints, 1978, J. Supramol.
Struct. 8(1):67-78.

Debe observarse que algunas de las modificaciones de amino écido a una
eritropoyetina nativa, antes mencionadas y las que siguen, podrén no, ser posibles ya que
el amino écido objetivo en particular para modificacidén quimica en la molécula nativa ha
sido alterado para formar la citoquina recombinante prote"ctora de tejido de la invencion.
Naturalmente, el amino 4cido alterado puede someterse a modificacién quimica por
derecho propio, y la prei:.ente invencién abarca todas esas moléculas. Una persona
versada en la técnica podrd determinar ficilmente los residuos de amino écido
disponibles de una citoquina recombinante protectora de tejido de la invencién y las

modificaciones que se le puedan hacer.

Una citoquina recombinante protectora de tejido para los usos arriba mencionados
tiene al menos uno o m4s residuos de arginina modificados. Por ejemplo, la citoquina
recombinante protectora de tejido puede comprender un medio R-glioxal en uno o més de
los residuos de argininla. donde R puede ser un grupo arilo, heteroarilo, alquilo bajo,
alcoxi bajo o cicloalquilo, o un grupo alfa-deoxiglicitol. Tal como se 1:|tiliza en este
contexto, el término “alquilo” bajo significa un grupo hidrocarbono alifitico saturado de
cadena recta o ramificada que preferiblemente contiene de 1 a 6 4tomos de carbono.
Representativos de dichos grupos son metilo, etilo, isopropilo, isobutilo, butilo, pentilo,
hexilo y similares. El término “alcoxi” significa un grupo alquilo bajo tal como se define
arriba, fijado al resto de la molécula por oxigeno. Ejemplos de alcoxi incluyen metoxi,
etoxi, propoxi, isopropoxi y similares. El término “cicloalquilo” se refiere a grupos
alquilo ciclicos con 3 hasta 8 carbonos, incluidos por ejemplo, ciclopropilo, ciclobutilo,
ciclohexilo y similares. El término “arilo” se refiere a grupos fenilo y naftilo. El término
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“heteroarilo™ se refiere a grupos heterociclicos que contienen de 4 a 10 miembros de
anillo y 1-3 heterodtomos seleccionados del grupo compuesto por oxigeno, nitrogeno y
sulfuro. Ejemplos incluyen, més no se limitan a isoxazolilo, fenilisoxazolilo, furilo,
pirimidinilo, quinolilo, tetrahidroquinolilo, piridilo, imidazolilo, pirrolidonilo, 1,2,4-
triazoililo, tiazolilo, tienilo y similares. El grupo R puede sustituirse, como por ejemplo
el grupo 2,3,4-.trihidroxibutil de 3-deoxiglucosona. Ejemplos tipicos de compuestos R-
glioxal son glioxal, metilglioxal, 3-deoxiglucosona y fenilglioxal. Compuestos R-glioxal
preferidos son metilglioxal o fenilglioxal. Un método de ejemplo de dicha modificacién
se puede encontrar en Werber et al., 1975, Isr. JMed. Sci. 11(11):1169-70, utilizando
fenilglioxal.

En otro ejemplo, al menos un residuo de arginina puede modificarse mediante
reaccién con una dicetona vecinal tal como 2,3-butanediona o ciclohexanediona,
preferiblemente en tamponador de borato ca. 50 milimolar a un pH entre 8 y 9. Un
procedimiento para ests Gltima modificacién con 2,3-butanediona puede hacerse de
acuerdo con Riordan, 1973, Biochemistry 12(20):3915-3923; y con ciclohexanona, de
acuerdo con Pathy et al., 1975, J. Biol.. Chem 250(2):565-9.

Una citoquina recombinante protectora de tejido de la invencién puede
comprender al menos uno o més residuos de lisina modificados o una modificacién en el
grupo amino de terminal N de la molécula de eritropoyeiina; dichas modificaciones son
como las que resultan por la reaccién del residuo de lisina con un agente modificador del
grupo amino. En otra realizacién, los residuos de lisina pueden modificarse por reaccién
con derivados de glioxal, tal como reaccién con glioxal, metilglioxal y 3-deoxiglucosona
para formar derivados de alfa-carboxialquilo. Ejemplos son reaccién con glioxal para
formar carboximetillisina como en Glomb y Monnier, 1995, J.Biol. Chem.
270(17):10017-26, o con metilglioxal para formar (l-carboxietil)lisina como en
Degenhardt et al,, 1998, Cell. Mol. Biol. (Noisy-le-grand) 44(7);1139-45. El residuo de
lisina modificado puede reducirse quimicamente ademas. Por ejemplo, una citoquina
recombinante protectora de tejido se puede biotinilar por medio de grupos de lisina, en
los cuales, D-biotinoil-e-dcido aminocapréico-N-hidrosuccinimida éster se reacciona con
eritropoyetina, seguido por la remocién de biotina sin reaccionar por filtracién de gel en
una columna Centricon 10, tal como describen Wojchowski y Caslake, 1989, Blood,
74(3):952-8. [En esta publicacién, los autores utilizan tres métodos diferentes para
biotinilar eritropoyetina, cualquiera de los cuales se puede utilizar para la preparacién de
las eritropoyetinas para los usos que se describen aqui. Se puede agregar biotina a (1) los
medios de #cido silico, (2) los grupos carboxilato, o (3) grupos amino.

En otra realizacién preferida, la lisina se puede reaccionar con un aldehido o

azicar reductora para formar una imina, la cual puede estabilizarse por reduccién como
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con cianoborohidruro sddico para formar una lisina N-alquilada, tal como glucitolil
licina, o que en el caso de azicares reductoras pueda estabilizarse mediante rearreglo
Amadori o Heyns para formar un aziicar alfa-deoxi alfa-amino tal como alfa-deoxi-alfa-
fructosil lisina, Como ejemplo, la preparacién de una proteina modificada con fructosil
lisina mediante incubacién con 0,5M de glucosa en tamponador de fosfatosodico a un pH
de 7,4 durante 60 dias, se describe en Makita et al., 1992, J. Biol.. Chem. 267:5133-5138.
En otro ejemplo, el grupo lisina puede ser carbamilado, tal como en virtud de reaccién
con ién de cianato, o carbamilado con alquilo o arilo o -tiocarbamilado con alquilo- o
arilo-isocianato o -isoﬁoéimato, o puede acilarse por medio de un derivado de écido
alquil o arilcarboxilico, tal como por reaccién con anhidrido acético o anhidrido
succinico o anhidrido ftdlico, Un ejemplo es la modificacién de grupos lisina con 4-
sulfofenilisotiocianato o con anhidrido acético, ambos segin se describe en Gao et al.,
1994, Proc. Natl. Acad. Sci USA 91(25):12027-30. Los grupos lisina también pueden ser
modificados con trinitrofenil mediante reaccién con écido trinitrobencenosulfénico o
preferiblemente, sus sales.

Al menos un residuo de tirosina de una citoquina recombinante protectora de
tejido puede modificarse en una posicién de anillo aromético por un reactivo
electrofilico, tal como por nitracién o iodinacién. A modo de ejemplo no limitante, la
eritropoyetina puede reaccionarse con tetranitrometano {Nestler et al., 1985, J.Biol.
Chem. 260(12):7316-21; o iodinarse tal como se describen el Ejemplo 4.

Al menos un residuo de dcido aspértico o de &cido glutdmico de una citoquina
recombinante protectora de tejido puede modificarse, tal como por reaccién con una
carbodiimida, seguido por reaccién con una amina, como pero sin limitar, a una

glicinamida.

En otro ejemplo, un residuo de triptofan de una citoquina recombinante protectora
de tejido puede modificarse, tal como por reaccién con n-bromosuccinimida o n-
clorosuccinimida, siguiendo los métodos que se describen en Josse et al., Chem Biol.
Interact 1999 Mayo 14; 119-120.

Aln en otro ejemplo, una citoquina recombinante protectora de tejido puede
prepararse removiendo al menos un grupo amino, esto puede lograrse por reacciéon con
ninhidrin seguido por reduccién del grupo carbonil subsiguiente por reaccién con
borohidruro.

Aln en otro ejemplo, se provee una citoquina recombinante protectora de tejido
que tenga al menos una abertura de al menos uno de los enlaces de cisteina en la
molécula de eritropoyetina por reaccion con un agente reductor tal como ditiotreitol,
seguido por reaccién de los sulfhidrilos subsiguientes con iodoacetamida, 4cido

iodoacético u otro electrtfilo para prevenir la reformacion de los enlaces de disulfur-o.
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Como se dijo amriba, alternativamente o en combinacién, los enlaces de disulfuro se
pueden abolir alterando una molécula de cisteina que participe en el enlace cruzado real o
al menos otro residuo de amino écido que resulte en la incapacidad de la muteina de
eritropoyetina de formar al menos uno de los enlaces de disulfuro presentes en la
molécula nativa,

Se puede preparar una citoquina recombinante protectora de tejido sometiendo
una eritropoyetina a una proteélisis quimica limitada que se dirija a residuos especiﬁcos;
por ejemplo, para separar luego residuos de triptofan. Dichos fragmentos de citoquina
recombinante protectora de tejido se incluyen en esta invencion.

Como ya se dijo, una citoquina recombinante protectora de tejido \itil para los
propbsitos que se indican aqui, puede tener al menos una de las modificaciones ya
mencionadas, pero puede tener més de una de dichas modificaciones. A modo de ejemplo
de una citoquina recombinante protectora de tejido con una modificacién a la porcion de
carbohidrato de la molécula y una modificacién a la porcién de amino écido, loa
citoquina recombinante protectora de tejido puede ser asialoeritropoyetina y cambiar su
residuo de lisina en la posicién 45 por écido aspértico.

Por lo tanto, se incluyen varias moléculas de citoquina recombinante protectora de
tejido y composiciones farmacéuticas que las contienen péra los usos que se describen
aqui. Como ya se dijo, dichas moléculas de eritropoyetina incluyen, més no se limitan a
muteinas que son ademds, asialoeritropoyetine, eritropoyetina N-deglicosilada,
eritropoyetina O-deglicosilada, eritropoyetina con contenido reducido de carbohidrato,
eritropoyetina con patrones de glicosilacién alterados, eritropoyetina con carbohidratos
oxidados y luego reducidos, eritropoyetina modificada con arilglioxal, eritropoyetina
modificada con alquilglioxal, eritropoyetina modificada con 2,3-butanediona,
eritropoyetina modificada con ciclohexanediona, eritropoyetina biotinilada, lisil-
eritropoyetina alquilada N, glucitoil lisina eritropoyetina, alfa-deoxi-alfa-fructosil lisina-
eritropoyetina, eritropoyt_atina carbamilada, eritropoyetina acetilada, eritropoyetina
succinilada, alfa-carboxialquil eritropoyetina, eritropoyetina nitrada, eritropoyetina
iodinada, para nombrar algunos ejemplos representativos pero no limitantes basados en
las ensefianzas de esta invencién. Se prefieren las formas modifioadas arriba

mencionadas basadas en eritropoyetina humana.

Ademds, la invencion abarca las citoquinas recombinantes protectoras de tejido
antes mencionadas y composiciones farmacéuticas que comprenden dichos compuestos.
A modo de ejemplo no limitante, dichas citoquinas recombinantes protectoras de tejido
incluyen muteina de eritropoyetina oxidada con periodato, muteina de glucitol lisina
eritropoyetina, muteina de fructosil lisina eritropoyetina, muteina de 3-deoxiglucosona
eritropoyetina y muteina de asialoeritropoyetina carbamilada.
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5.3 SISTEMAS DE EXPRESION

Se puede utilizar una variedad de sistemas vectores de expresion de.anfitrion para
producir las citoquinas recombinantes protectoras de tejido, incluidas las moléculas de
muteina de eritropoyetina de la invencién, Dichos vehiculos representan sistemas de
expresion anfitriones mediante los cuales se pueden producir las citoquinas
recombinantes protectoras de tejido de interés y purificarse posteriormente, y también
representan células que pueden, cuando se transforman o transfectan con las secuencias
de codificacién de nucledtidos apropiadas, exhibir el producto del gen de eritropoyetina
modificado in situ. Estos incluyen sistemas anfitriones de bacterias, insectos, plantas,
mamiferos, incluidos sistemas anfitriones humanos, tales como, més no limitados a
sistemas celulares de insectos infectados con vectores recombinantes de expresion de
virus (por ¢j: baculovirus) que contienen las secuencias codiﬁcadc;res del producto de
citoquina recombinante protectora de tejido; sistemas celulares vegetales infectados con
vectores recombinantes de expresion de virus (por ej: virus de mosaico de coliflor,
CaMYV, virus de mosaico de tabaco, TMV) o transformados con vectores recombinantes
de expresion de plésmidos (por ej: plismido Ti) que contienen secuencias codificadoras
de recombinante protectora de tejido o sistemas celulares mamiferos, incluidos sistemas
celulares humanos (por ej: HT1080, COS, CHO, BHK, 293, 3T3) que cosechan
constructores de expresidn recombinante que contienen promotores derivados del
genoma de células mamiferas (por ¢j: promotor de metallotioneina) o de virus mamiferos

(por ¢j: promotor tardio de adenovirus; el promotor del virus vaccinia 7.5K).

Tal como se utiliza en este contexto, un constructor de expresién se refiere auna
secuencia nucledtida que codifica una citoquina recombinante protectora de tejido
asociada en forma operable con une o més regiones reguladoras que permiten Ia

expresioén de la citoquina- recombinante protectora de tejido en una célula anfitriona

adecuada. “Asociada en forma operable” se refiere a una asociacién en la cual las

regiones reguladoras y la secuencia polipéptida de la citoquina recombinante protectora
de tejido que vayan a ser expresadas, son unidas y colocadas de tal modo que permitan la
transcripeién, y finalmente, la translacién de la secuencia de la citoquina recombinante
protectora de tejido. Para la expresién de la citoquina recombinante protectora de tejido
se puede utilizar una variedad de vectores de expresién, incluidos més no limitados a
plismidos, cosmidos, fagos, fagémidos o virus modificados. Ejemplos incluyen
bacteriofagos tales como derivados de lambda, o plismidos tales como_derivados de
plasmido pBR322 o pUC o el vector Bluescript (Stratagene). Tipicamente, dichos
vectores de expresién comprenden un origen funcional de replicacién para propagacién

del vector una célula anfitriona apropiade, uno o més sitios de restriccién de
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endomucleasa para insertar le secuencia del gen de la citoquina recombinante protectora
de tejido, y uno o més marcadores de seleccién de expresidn.

En realizaciones preferidas, el vector pCl-neo se utiliza para templar
oligonucleétidos al clon cADN de EPO humana original para introducir las mutaciones
que se describen arriba. El vector pCl-neo contiene el gen de neomicin fosfotransferasa,
un marcador seleccionable para células mamiferas. El vector pCl-neo puede utilizarse
para expresion transitoria o para expresion estable seleccionando células transfectadas
con el antibibtico G-418. (Brondyk,1995, New Mammalian Expression Vector with a
selectable marker: pCl-neo. Promega Notes 51, 10-14).

Para la expresién de citoquina recombinante protectora de tejido en células
anfitrionas mamiferas se puede utilizar una variedad de regiones reguladoras, por
ejemplo, los promotore.s SV40 tempranos y tardios, el promotor temprano inmediato de
citomegalovirus (CMV), y el promotor de repeticién de terminal larga d'el virus R.ous
sarcoma (RSV-LTR). Promotores inducibles que pueden ser itiles en las células
mamiferas incluyen mis no se limitan a aquellos asociados con el gen de metallotioneina,
repetidores glucocorticoides de respuesta de terminal larga del virus del tumor mamario
enratones (MMTV-LTR), vy o el gen o-interferon (Williams et al., 1989, Cancer Res.
49:2735-42; Taylor et al., 1990, Mol. Cell. Biol. 10: 165-7'5_).

La eficiencia de expresién de la citoquina recombinante protectora de tejido en
una célula mﬁﬁom puede mejorarse mediante la inclusién de elementos realzadores
apropiados de transcripcién en el vector de expresidn, tales como los que se encuentran
en el virus SV40, virus de Hepatitis B, citomegalovirus, genes de inmunoglobulina,
metallotioneina, a-actina (ver Bittner et al, Methods in Enzymol. 153:516-544; Gorman,
1990, Curr. Op. In Biotechnol. 1:36-47).

El vector de exjs.resibn también puede contener secuencias que permitan
mantenimiento y replicacién del vector en més de un tipo de célula anfitriona, o
integraciton del vector en el cromosoma anfitrién. Dichas secuencias pueden incluir, mas
no se limitan a origenes de replicacidn, secuencias que se replican en forma auténoma
(ARS), ADN centromero y ADN telomero. También puede ser til usar vectores
transportadares que puedan replicarse y mantenerse en al menos dos tipos de células
anfitrionas.

AdemaAs, el vect-or de expresion puede contener genes marcadores seleccionables
para aiglar o identificar inicialmente células anfitrionas que conteng;n ADN que
codifique una citoquina recombinante protectora de tejido. Por largo tiempo, la
produccién de alto rendimiento de citoquinas recombinantes protectoras de tejido, se
puede usar la expresion estable en células mamiferas, vegetales, bacteriales o fungales.
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Se puede usar un nimero de sisternas de seleccién para células mamiferas, incluidos, més
no limitados a los genes de quinasa de timidina del virus Herpex simplex (Wigler et al,
1977, Cell 11:223), hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa (Szybalski y Szybalski,
1962, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48: 2026) y adenina fosforibosiltransferasa (Lowy et
al, 1980, Cell 22:817) que se pueden emplear en células tk-, hgprt- o aprt,
respectivamente. También se puede usar resistencia de antimetabolitos como base de
seleccién de dihidrofolata reductasa (dhfr), que confiere resistencia a metotrexato (Wigler
et al, 1980, Natl Acad, Sci. USA 77:3567, Orare et al, 1981, Natl Acad Sci USA
78:1527); Opt. que confiere resistencia al dcido micofenélico (Mulligan y Berg, 1981,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:2072), neomicin fosfotransferfasa (neo) que confiere
resistencia al aminoglicésido G418 (Colberre-Garapin et al,1981,/. Mol. Biol. 150:1),e
higromicin fosfotransferasa (hyg) que confiere resistencia a higromicin (Santerre et
al,1984, Gene 30:147). También se pueden usar otros marcadores seleccionables, tales,

més no limitados a histidinol y Zeocin™,

Con el fin de insertar la secuencia que codifica la citoquina recombinante
protectora de tejido en el sitio de clonacion de un vector, a las secuencias codificadoras
se les debe fijar secuencias ADN con funciones reguladoras, tales como promotores, Para
hacer esto, se pueden ligar enlazadores o adaptadores que provean los sitios apropiados
de restricciébn compatibles a los extremos de cADN o de"_:\DN sintético que codifiquen
una citoquina recombinante protectora de tejido, mediante técnicas conocidas en la
técnica (Wu et al, 1987, Methods Enzymol. 152: 343-349). La separacién con una enzima
de restricciébn puede seguirse por modificacién para crear extremos, despuntados,
digiriendo o rellenando el terminal ADN de una hebra antes de hacer la ligacion.
Alternativamente, un sitio de enzima de restriccién deseado puede introducirse en un
fragmento de ADN mediante amplificacién del DN por medio de uso de PCR con
cebadores que contengan el sitio de enzima de restriccion deseado.

El constructor de expresién que comprende una secuencia de codiﬁcaci(;n de
citoquina recombinante protectora de tejido asociado de manera operable con regiones
reguladoras puede introducirse directamente células anfitrionas adecuadas para
expresién y produccién de las citoquinas recombinantes protectoras de tejido sin més
clonacién (ver por ¢j: Patente U.S. No. 5,580,859). Las construcciones de expresion
también pueden conten& secuencias ADN que faciliten la integracion de la secuencia de
codificacion en el genoma de la célula anfitriona, por ej: por recombinacién homéloga.
En este caso, no se requiere emplear un vector de expresién que comprenda un origen de
replicacién indicado para la las células anfitrionas apropiadas con el fin de propagar y

expresar las citoquinas recombinantes protectoras de tejido en las células anfitrionas.
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Las construcciones de expresion que contengan secuencias de codificacion
clonadas de citoquinas recombinantes protectoras de tejido pueden introducirse en la
célula anfitriona mamifera por una variedad de técnicas conocidas en la técnica, incluida
més no limitada a transfeccién mediada con fosfato chlcico (Wigler et al, 1977 Cell.
11:223-232), transfecci6én mediada con liposoma (Schaefer'-Ridder et al., 1982, Science
215:166-168), electroporacién (Wolf et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci 84:3344), y
microinyeccién (Cappechi, 1980, Cell 22: 479-488).

Ademés, se puede escoger una cepa de célula anfitriona que module la expresi6n
de las secuencias insertadas, o que modifique y procese el producto de gen del modo que
se desee. Dichas modificaciones (por ej: glicosilacién) y .procesamiento (por ej:
separacidn) de productos de proteina pueden ser importantes para la funcién de la
proteina. Diferenteds células anfitrionas tienen mecanismos caracteristicos y especificos
para el procesamiento post-translacional y modificacién de proteinas y productos de gen.
Se pueden escoger lineas celulares o sistemas anfitriones apropiados para garantizar la
comrecta modificacién y procesamiento de la proteina extrafla expresada, Para este fin, se
pueden usar células anfitrionas eucarifticas que posean la maquinaria celular para el
comrecto procesamiento de la transcripcién, glicosilacion y fosforilacién primarias del
producto del gen. Dichas células anfitrionas mamiferas, incluidas células anfitrionas
humanas, incluyen, mas no se limitan a: HT1080, CHO': VERO, BHK, HeLa, COS,
MDCK,293, 3T3 y W138.

Para la produccién prolongada y de alto rendimiento de proteinas recombinantes,
se prefiere la expresidn estable. Por ejemplo, se pueden diseflar lineas celulares que
expresen de manera estable el producto del gen de la molécula relacionada con citoquina
recombinante protectora de tejido. En lugar de utilizar vectores de expresién que
contengan origenes virales de replicacién, las célules anfitrionas pueden transformarse
con ADN controlado por elementos de control de expresion apropiados (por ej:
promotores, realzadores, secuencias, terminadores de transcripcién, sitios de
poliadenilacién, etc.) y un marcador seleccionable. Luego de la introduccién del ADN
extrafio, se puede dejar que las células disefindas se cultiven durante 1-2 dias en un medio
enriquecido, y luego pasarles a un medio selectivo. El marcador seleccionable en el
plésmido recombinante ‘confiere resistencia a la seleccién y deja que las células integren
el plismido en sus cromosomas de una manera estable y crezcan para formar focos que a
la vez puedan ser clonados y expandidos en las lineas celulares. Este método puede
utilizarse de manera ventajosa para disefiar lincas celulares que expresen el producto del
gen de la citoquina recombinante protectora de tejido. Dichas lineas celulares disefiadas
pueden ser especialmente Gtiles en la seleccién y evaluacidn de compuestos que afecten
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la actividad endégena del producto del gen de la citoquina recombinante protectora de
tejido. '

Cualquiera de los vectores de clonacidn y expresidn que se describen aqui pueden
sintetizarse y ensamblarse a partir de secuencias ADN por medio de técnicas bien
conocidas en la técnica. Las regiones reguladoras y elementos realzadores pueden ser de
una variedad de origenes, tanio naturales como sintéticos. Algunos vectores y células
anfitrionas se pueden obtener comercialmente. Ejemplos no limitantes de vectores Gtiles
se describen en el Apéndice S de la publicacién Current Protocols in Molecular Biology,
1988, ed Ausubel et al, Greene Publish. Assoc. & Wiley Interscience, la cual se incorpora
por referencia en este contexto; y los catilogos de proveedores comerciales tales como
Clontech Lahoratories, Stratagene Inc., e Invitrogen, Inc.

Alternativamente, un nimero de sistemas de expresién basados en virus con
células mamiferas también se puede utilizar con células mamiferas para las citoquinas
recombinantes protectoras de tejido. Vectores que utilizan pilares de virus ADN se han
derivado del virus de simios 40 (SV40) (Hamer et al, 1979, Cell 17:725), adenovirus
(Van Doren et al, 1984, Mol. Cell BioL. 4. 1653), virus asociado con adeno (McLaughlin
et al, 1988, J. Virol, 62: 1963), y virus de papilomas bovinos (Zim et al.,1982, Proc. Natl.
Acad. Sci. 79:4897). En casos en los que se utiliza adenovirus como vector de expresion,
las secuencia ADN- donante pude ligarse a una region de control de
transcripeién/traslacién del adenovirus, por ej: la secuencia lider promotora y tripartita.
El gen quimérico puede ser luego insertado en el genoma de adenovirus mediante
recombinacidn in vitro o in vivo. La insercién en una regién no esencial del genoma viral
(por ej: en la regién E1 o E3) resultaré en un virus recombinante que es viable y capaz de
expresar productos heterdlogos en células apfitrionas infectadas (ver por ej: Logan y
Shenk, 1984, Proc. Natl. Acad Sci. USA 81:3655-3659).

Alternativamente, se puede utilizar el promotor de vacuna 7.5K (ver por ej:

Mackett et al,, 1982 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:7415-7419; Macket et el, 1984 J.

Virol. 49: 857-864; Panicali et al, 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79; 4927-4931). En
casos en los que se use una célula anfitriona humana, se pueden utilizar vectores basados
en el virus Epstein-Barr (EBV) origen (OriP) y el antigeno nuclear EBV 1 (EBNAI; un
factor de replicacién trans-accidn). Dichos vectores pueden utilizarse con una amplia
gama de células anfitrionas mamiferas, por ej: EBO-pCD (Spickéfsky et al, 1990, DNA
Prot. Eng. Tech. 2: 14-18), pDR2 y aDR2 (de Clontech Laboratories).

La expresion de la citoquina recombinante protectora de tejido también puede
hacerse por medio de un sistema de expresion basado en retrovirus. Al contrario de
transfeccidn, los retrovirus pueden infectar eficientemente y transferir genes a una amplia

gama de tipos de células, incluidas por ejemplo, células hematopoyéticas primarias. En
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retrovirus tal como el virus de leucemia murina Moloney, la mayoria de las secuencias de
genes virales pueden removerse y reemplazarse con una secuencia de codificacion de
citoquina recombinante protectora de tejido, mientras que las funciones virales faltantes
se pueden proveer en trans. El rango anfitribn para infeccién por un vector retroviral

también puede manipularse escogiendo la envoltura utilizada para el empaque del vector,

Por ejemplo, un vector retroviral puede comprender una repeticién de terminal
de 5' de largo (LTR), un LTR de 3', una sefinl de empaque, un origen bacteriano de
replicacién, y un marcador seleccionable. El ADN de la citoquina recombma.nte
protectora de tejido se inserta en una posicién entre el 5 LTRyel 3' L'I'R, de modo que
la transcripcion del promotor 5' LTR transcriba el ADN clonado. El 5° LTR comprende
un promotor, incluido més no limitado a un promotor LTR, una regién R, una regién U5
y un sitio de eniace de primero, en ese orden. Las secuencias nucleStidas de estos
elementos LTR se conocen en la técnica. Un promotor heterblogo, asi como multiples
marcadores de seleccién de firmaco también se pueden incluir en el vector de expresion
para facilitar la seleccién de células infectadas (ver McLeuchlin et al, 1900, Prog.
Nucleic Acid Res. And Molec. Biol. 38:91-135, Morgenstern et al., 1990 Nucleic Acid
Res. 18: 3587-3596; Choulika et al,, 1996, J. Virol. 70: 1792-1798; Boesen et al., 1994,
Biotherapy 6:291-302;-Salmons and Gunzberg, 1993, Human Gene Therapy 4: 129-141;
y Grossman y Wilson, 1993, Curr. Opin in Genetics and D;vel. 3: 110-114),

En una realizacién de la invencién, una citoquina recombinante protectora de
tejido deficiente en residuos sidlicos, o que le falten completamente residuos sidlicos,
puede producirse en células mamiferas, incluidas células humanas. Dichas células
pueden disefiarse para que sean deficientes o para que les falte las enzimas que agregan
dcidos sidlicos, como B-galactosida a 2,3 sialiltransferasa (Ac 2,3 sialiltransferasa@ y la
B-galactosida a 2,6 sjn.liltransfemn (activided Aa 2,6 sialiltransferasa@). En una
realizacién, se utiliza una célula mamifera en la cual se detecte uno o ambos genes de o
2,3 gialiltransferasa y/o o 2,6 sialiliransferasa. Dichas supresiones pueden hacerse
utilizando técnicas de eliminacién (knock-out) de genes conocidas en la técnica. En otra
realizacién, se utilizan células de ovarios de Hamster chino (CHO) deficientes en
dihidrofolato reductasa (DHFR) como la célula anfitriona para la produccién de
citoquinas recombinantes protectoras de tejidos. Las células CHO no expresan la enzima
a 2,6 dialiltransferasa, y por lo tanto, no agregan Acido sidlico en el enlace 2,6 a los
oligosacéridos enlazados N de glicoproteinas producidas en estas células. Como
resultado, las proteinas recombinantes producidas en células CHO les falta acido sidlico
en el enlace 2,6 a galactosa (Sadaki et al, (1987, Takeuchi et al. Supra.; Mutsaers et al
Eur J. Biochem. 156, 651 (1986); Teakeuchi et al. J.Chromotgr. 400, 207 (1987). Enuna

realizacién, para producir una célule anfitriona para la produccién de asialo-
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eritropoyetina, el gen que codifica a 2,3 sialiltransferasa en las células CHO es
eliminado. Dichas células CHO eliminadas por sialiltransferasa les falta completamente
la actividad de sialiltransferasa, y como resultado, son Utiles para la expresion

recombinante y produccién de la muteina de asialoeritropoyetina.

En otra realizacién, las asialo glicoproteinas pueden producirse interfiriendo el
transporte de &cido sidlico en el aparato Golgi, por ej: Eckardt et el, 1998, .J. Biol. Chem.
273:20189-95). Utilizando métodos conocidos por las personas versadas en la técnica
(por ¢: Oelman et al, 2001 J Biol.Chem. 276:26291-300), mutagenesis del
transportador de écido siélico CMP del aziicar nucleStido puede lograrse para producir
mutantes de células oviric'és de hamster Chino. Estas células no pueden agregar residuos
de écido sidlico a glicoproteinas tales como una citoquina recombinante protectora de

tejido y producir 1inicamente muteina de asialoeritropoyetina,

Células mamiferas transfectadas que producen muteina de eritropoyetina también
producen sialidasa cistosliélica que si se escapa en el medio de cultivo degrada la muteina
de sialoeritropoyetina con ealta eficiencia (por ¢j: Gramer et al, 1995 Biotechnology
13:692-698). Utilizando métodos conocidos para las personas versadas en la técnica)
(por ej: de informncié:.l provista en Ferrari et al,1994, Glycobiology 4:367-373), las
lineas celulares pueden ser transfectadas, mutadas o de otra forma hacer que produzcan
sialidasa de manera constitutiva. De este modo, la muteina de asialoeritropoyetina puede
producirse durante la fabricacién de muteina de asialoeritropoyetina

Las células recombinantes pueden cultivarse bajo condiciones estindar de
temperatura, tiempo de incubacién, demsidad Optica y composicibn del medio.
Alternativamente, las condiciones y medios de cultivo modificados se pueden utilizar
pare mejorar la produccién de citoquina recombinante protectora de tejido. Por ejemplo,
las células recombinantes pueden cultivarse bajo condiciones que estimulen la expresién
inducible de citoquina recombinante protectora de tejido. Se puede aplicar cualquier
técpica conocida en la técnica para establecer s condiciones 6ptimas para producir .
citoquinas recombinantes protectoras de tejido. Lisatos o extractos celulares que
comprendan citoquinas recombinantes protectoras de tejido pueden purificarse ademis

para aislar citoquinas recombinantes protectoras de tejido.

Para facilitar la purificacién de citoquinas recombinantes protectoras de tejido,
una secuencia de amino #cido marcadores un péptido hexa-histidina, tal como la etiqueta
provista en un vector pQE (QLAGEN, Inc. 9529 Eton Avenue, Chatsworth, CA, 91311),
entre otros, muchos de los cuales se consiguen en el comercio. Tal como se describe en
Gentz et al, 1989, PNAS 86:821, por ejemplo, hexa-histidina provee purificacién
conveniente de la proteina de fusidén. Otras etiquetas de péptido Wtiles para purificacién

incluyen, pero no se limitan a la etiqueta de hemaglutinina “HA”, que corresponde a un

60



epitopo derivado de la proteina de hemaglutinina de influenza (Wilson et al., 1984, Cel/,
37:767) y la etiqueta (flag). Cualquier método de purificacién conocido en la técnica
puede utilizarse (ver por ej: Publicacién de Patente Internacional WO 93/21232; EP
439,095; Namura et al., 1994, Immunol Left. 39:91-99, Patente US 5,474,981; Gillies et
al,, 1992, PNAS 89:14-28-1432; y Fell et al., 1991, J. Immunol. 146:2446-2452).

S.4 PRUEBAS DE LAS PROPIEDADES PROTECTORAS DE TEJIDO
DE LAS CITOQUINAS RECOMBINANTES PROTECTORAS DE TEJIDO

Luego de producir las citoquinas recombinantes protectoras de tejido y en algunas
realizaciones de modificacién quimica de dichas citoquinas protectoras de tejido de la
presente invencién, una persona versada en la técnica podrd verificar los atributos
protectores de tejido de la citoquina y la ausencia de un efecto en la medula 6sea por
medio de pruebas conocidas.

Por ejemplo, el efecto no eritropoyético de una citoquina recombinante protectora
de tejido puede verificarse mediante el uso de una prueba TF-1 En esta prueba, las
células TF-1 son cultivadas en un medio RPMI completo suplementado con 5 ng/ml de
GM-CSF y10% de FCS por un dia a 37C en un incubador CO2. Luego se lavan las
células y se suspenden a una densidad de 106 células/ml du'r’ante 16 horas en un medio de
inanicién (5% FCS sin GM-CSF). Se prepara una placa de pozos: (1) agregando 100ul de
agua estéril a los pozos externos para mantener la humedad; (2) agregando medio (10%
FCS sin células o GM-CSF) solo & pozos; y (3) sembrando 25,000 células / pozo con
medio que contenga 10% FCS y las citoquinas recombinantes protectoras de tejido en las
células restantes (se prueban cinco pozos por citoquine). Si las células se proliferan, la
citoquina recombinante protectora de tejido puede ser eritropoyética. EI efecto in vivo
de! compuesto puede entonces probarse in vivo monitoreando el aumento de hematocrito

debido a la citoquina recombinante protectora de tejido. Un resultado negativo, es decir,

ninguna proliferacién de células en la prueba TF-1 en la prueba in vitro y/o ningin -

sumento en hematocrito en la prueba in vivo , significa que la citoquina recombinante
protectora de tejido es no eritropoyética.

Como una alternativa a la prueba TF-1 arriba descrita, una persona versada en la
técnica podrd emplear otras pruebas eritropoyéticas conocidas en el campo, incluidas,
més no limitadas a las pruebas de células UT-7, como lasque se describen mas adelante
en Ias secciones de Ejemplos.

Las propiedades protectoras de tejido de las citoquinas recombinantes protectoras
de tejido pueden verificarse mediante una prueba P-19 in vifro o prueba de intoxicacién
con agua in vifro ratones, ambas cuya descripcién aparece més adelante. Otras pruebas
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incluyen, mas no se limitan a las pruebas adicionales que se describen en la seccién de
Ejemplos, tales como la PC-12 y la de la tajada del hipocampo. Estas pruebas o ensayos
se proveen Yinicamente como ejemplos, y otras pruebas adecuadas para determinar los
efectos protectores de tejido y/o los efectos en la medula Gsea de las citoquinas

recombinantes protectoras de tejido conocidas en la técnica también se contemplan.

5.5 COMPOSICIONES NFARMACEUTICAS DE LA INVENCION

En Ia prictica de un aspecto de la invencién, se puede administrar a un mamifero
una composicion farmacéutica como la que se describe arriba, que contenga una
citoquina recombinante protectora de tejido por cualquier ruta que provea un nivel
suficiente de una citoquina recombinante protectora de tejido en una vasculatura que
permita la translocacién a través de una barrera de células endoteliales y efectos
benéficos en células de respuesta. Cuando se utiliza para perfusar un tejido u 6rgano, se
desean resultados similares. En el caso en que la muteina de eritropoyetina se utilice para
perfusién ex-vivo , la citoquina recombinante protectora de tejido puede ser cualquier
forma de muteina de eritropoyetina, tal como la citoquina recombinante protectora de
tejido ya mencionada. En el caso en que las células o tejido no sean vascularizados y/o la
administracién sea mediante bafio de las células o tejido con la composicién de la
invencién, la composicién farmacéutica provee una cantidad beneficiosa efectiva de
células de respuesta de una citoguina recombinante protectora de tejido. Las barreras de
células endoteliales a través de las cuales una citoquina recombinante protectora de tejido
puede translocarse incluyen uniones herméticas, uniones perforadas, uniones con
ventanas y otros tipos de barreras endoteliales presentes en un mamifero. Una barrera
preferida es una unién hermética de células endoteliales, pero la invencion no se limita a

ello.

Las anteriores citoquinas recombinantes protectoras de tejido son 1itiles en general
para el tratamiento terapéutico o profildctico de enfermedades humanas del sistema
nervioso central o del sistema nervioso periférico que principalmente tengan sintomas
neuroldgicos o siquidtricos, enfermedades oftdlmicas, enfermedades cardiovasculares,
enfermedades cardiopulmonares, enfermedades respiratorias, enfermedades renales,
urinarias y reproductivas, enfermedades gastrointestinales y anormalidades endocrinas y
metabélicas. En particular, dichas condiciones y enfermedades incluyen condiciones
hipéxicas, que afectan adversamente tejidos excitables, tales como los tejidos excitables
en el tejido del sistema nervioso central, tejido del sistema nervioso periférico, o tejido
cardiaco o retinal, tal como por ejemplo, cerebro, corazén o retina/ojo. Por lo tanto, la
invencién puede utilizarse para tratar o prevenir dafio a tejido excitable como resultado

de condiciones hipoxicas en una variedad de condiciones y circunstancias. Ejemplos no
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limitantes de dichas condiciones y circunstancias se proveen en la tabla que aparece mis
adelante.

En el ejemplo de Ia proteccién de las patologias de tejido neuronal tratables de
acuerdo con la presente invencidén, dichas patologias incluyen las que resulten de
oxigenacion reducida de tejidos neuronales. Cualquier condicién que reduzca la
disponibilidad de oxigeno-a tejido neurcnal, que resulte en estrés, dafio y finalmente
muerte de la célula neural, puede tratarse por los métodos de la presente invencién.
Generalmente referidas como hipoxia y/o isquemia, estas condiciones surgen de o
incluyen, pero no se limitan a ataque, oclusién vascular, privacién de prenatal o posnatal
de oxigeno, sofocacidén, choque, ahogamiento, envenenamiento con monéxido de
carbono, inhalacién de humo, trauma, incluidas cirugia y radioterapia, asfixia, epilepsia,
hipoglicemia, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, enfisema, sindrome de dolor
respiratorio en adultos, choque hipotensivo, choque séptico, choque enafiléctico, choque
por insulina crisis de las células falciformes, paro cardiaco, disritmia, narcosis de
nitrégeno y deficiencias neurol6gicas causadas por procedimientos de bypass corazdn-
pulmén.

En una realizacin, por ejemplo, las composiciones de citoquina recombinante
protectora de tejido pueden administrarse para evitar lesién o dafio en los tejidos como
resultado del riesgo de lesién o dafio en tejidos durante i)mcedimientos quirdrgicos, tal
como por ejemplo, reseccién tumoral o reparacién de aneurisma. Otras patologias.
Causadas por o que resulten de hipoglicemia que se pueden tratar por los métodos que se
describen aqui incluyen sobredosis de insulina, también referida como hiperinsulinemia
iatrogénica, insulinoma, deficiencia de la hormona del crecimiento, hipocortisolismo,
sobredosis de firmacos y algunos tumores.

Otras patologias resultantes de dafio al tejido neuronal excitable incluyen
trastornos de ataques, tales como epilepsia, convulsiones o trastornos de ataques crénicos.

Otras condiciones y enfermedades tratables incluyen, més no se limitan a enfermedades -

tales como ataques, esclerosis miltiple, hipotension, paro cardiaco, mal de Alzheimer,
mal de Parkinson, parélisis cerebral, trauma cerebral o de la columna vertebral, demencia
por SIDA, pérdida de la funcién cognoscitiva asociada con la edad, pérdida de la
memoria, esclerosis lateral amiotréfica, ataques, alcoholismo, isquemia retinal, dafio del
nervio §ptico como resultado de glaucoma y pérdida neuronal,

La composicién y métodos especificos de la presente invencién pueden utilizarse
para tratar inflamacién que resulte de estados de enfermedad o varios traumas, tal como
inflamacién inducida fisica o quimicamente. Dichos traumas incluyen angitis, bronquitis

cronica, pancreatitis, osteomelitis, artritis reumatoide, glomeruloneftitis, neuritis éptica,
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artritis temporal, encefalitis, meningitis, mielitis transversa, dermatomiositis, polimiositis,
fascilitis necrotizante, hepatitis y enterocolitis necrotizante.
La evidencia ha demostrado que astrositos activados pueden ejercer una funcién

citotéxica hacia neuronas mediante la produccién de neurotoxinas. Oxido nitrico,

especies de oxigeno reactivo y citoquinas son liberadas de las células gliales en respuesta

a isquemia cerebral (ver Becker, K.J. 2001. Identificacidén de la respuesta inflamatoria del .

sistema nervioso central en ataque isquémico. Curr. Opinion Neurol 14:349-353 y
Mattson, M.P., Culmsee, C y Yu, Z.F.2000. Apoptotic and Antiapoptotic mechanisms in
stroke. Cell Tissue Res. 301:173-187). Estudios han demostrado ademis que en modelos
de neurodegeneracién, la activacidn glial y posterior produccién de citoquinas
inflamatorias dependen en dafio neuronal primario (ver Viviani, B-., Corsini, E., Galli,
C.L., Padovani A,, Ciusani, E. Y Marinovich, M.2000. Células neurales moribundas
activan glial mediante la liberacién de un producto de Proteasa. Glia.32:34-90 y
Rabuffetti, M., Scioratti, C., Tarozzo, G., Clementi, E., Manfredi, A.A. y Beltramo, M,
2000. Inhibicion de actividad parecida a caspasa-1 por Ac-Tyr-Val-Ala-Asp-clorometil
cetona incluye neuroproteccién prolongada en isquemia cerebral mediante reduccién de
apoptosis y disminucién de citoquinas proinflamatorias. J. Newrosci 20:4398-4404),
Inflamacién y activacién glial es comtin a diferentes formas de trastornos neuro
degenerativos, incluida isquemia cerebral, trauma cmbf;l y encefalomielitis alérgica
experimental, trastornos en los que eritropoyetina ejerce un efecto protector celular. La
inhibicién de produccién de citoquina por eritropoyetina, puede, al menos en parte,
mediar su efecto protector. Sin embargo, al contrario de citoquinas anti-inflamatorias
“clasicas”, tal como II-10 e I1.-13, que inhiben produccién del factor-de necrosis tumoral
directamente, la eritropoyetina parece estar activa solo en presencia de muerte neuronal.

Si bien no deseamos sujetarnos por ninguna teoria en particular, tal parece que
esta actividad anti-inﬂamiioria puede explicarse de manera hipotética 'por varias teorias
no limitantes. Primero, puesto que la eritropoyetina previene apoptosis, se evitarian
eventos inflamatorios provocados por apoptosis. Adicionalmente, eritropoyetina puede
prevenir la liberacidén de sefiales moleculares de neuronas moribundas que estimulan las
células gliales o que podrian actuar directamente en las células gliales reduciendo su
reaccién a estos productos, Otra posibilidad es que eritropoyetina toca miembros més
proximales de la cascada inflamatoria (por ej: caspasa 1, intermedios de oxigeno o
nitrbgeno reactivos) qué provocan tanto apoptosis e inflamacién.

Ademés, eritropoyetina parece provee proteccion anti-inflamatoria sin el efecto de
rebote que tipicamente se asocia a otros compuestos anti-inflamatorios tal como
dexametasona. Nuevamente, sin querer sujetarnos a ninguna teoria en particular, tal

parece que esto se debiera al efecto de eritropoyetina en las neuro toxinas multipropésito,
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tales como 6xido nitrico (NO). Aunque los astrositas activados y microgliales producen
cantidades neurotdxicas de NO en respuesta a varios traumas, NO sirve a muchos
propésitos dentro del cuerpo incluida la modulacién de funciones fisiolégices esenciales.
Por ello, aunque el uso de un anti-inflamatorio puede aliviar inflamacién por la
eliminacién de NO u otras neuro toxinas, si el anti-inflamatorio tiene una media vida
demasiado prolongada, también puede interferir con las funciones de estos quimicos en
reparar ¢l dafio que resulte del trauma que lleve a la inflamacion. La hip6tesis es que las
citoquinas recombinantes protectoras de tejido de la presente invencién pueden aliviar la

inflamacién sin interferir con las capacidades restaurativas de neurotoxinas tales como
NO.

Las composiciones y métodos especificos de la invencién pueden utilizarse para
tratar condiciones de y dafio al tejido retinal. Dichos trastornos incluyen, més no se
limitan a isquemia retinal, degeneracién macular, desprendimiento de la retina, retinitis
pigmentos a, retinopatia arteriosclerdtica, retinopatia hipertensa, bloqueo de la arteria
retinal, bloqueo de la vena retinal, hipotension, y retinopatia diabética.

En otra realizacién, los principios de los métodos de la invencién pueden
utilizarse para proteger o tratar lesiones que resulten de dafio por radiacién a tejido
excitable. Otra utilidad de los métodos de Ia presente invenci6n es en el tratamiento de
envenénamiento por neurotoxinas, .tales como envenenamiento de &cido doméico por
mariscos, neurolatirismo y enfermedad de Guam, escleroris lateral amiotréfica y mal de
Parkinson.

Tal como se menciono arriba, la presente invencién también se dirige a un método
para mejorar la funcién de tejido excitable en un mamifero mediante administracién
periférica de una citoquina recombinante protectora de tejido como se describe arribe.
Varias enfermedades y condiciones son susceptibles a tratamiento utilizando este
método, y ademés, este método es Uitil para mejorar la funcién cognoscitiva en ausencia
de alguna condicién o enfermedad. Estos usos de la presente invencién se describe mis
adelante en mayor detalle e incluyen mejoramiento de aprendizaje y entrenamiento en

mamiferos tanto humanos como no humanos.

Las condiciones y las enfermedades tratables por los métodos de este aspecto de
la presente.invencibn dirigidos al sistema nervioso central incluyen, pero no se limitan a,
trastornos del 4nimo, ansiedad, depresién, autismo, deficiencia de la atencién, trastorno
de hiperactividad y disfuncién cognoscitiva. Estas condiciones se benefician del
mejoramiento de la funcién neuronal. Otros trastornos tratables de acuerdo con las
ensefianzas de la presente invencién incluyen por ejemplo, interrupci6n del suefio, apnea
del suefio y trastornos asociados con viaje; sangrados subaracnoides y aneurismales,

choque hipotensivo, lesion concusiva, choque séptico, choque anafilictico y secuelas de
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variss encefalididas y meningitidas, por ejemplo, cerebritidas relacionadas con
enfermedad del tejido conectivo, tal como lupus. Otros usos incluyen prevencidén o
proteccién contra envenenamiento por neurotoxinas, tales como envenenamiento con
écido dombico de mariscos, neurolatirismo, y enfermedad de UAM, esclerosis lateral
amiotréfica, enfermedad de Parkinson; tratamiento posoperativo de embolia o lesibn
isquémica; irradiacién cerebral; crisis de las células falciformes y eclampsia.

Otro grupo de condiciones tratables por los métodos dela presente invencién
incluyen disfuncién mitocondrial, de naturaleza hereditaria o adquirida, que es la causa
de una variedad de enfermedades neuroldgicas tipificadas por lesién y muerte neuronal.
Por ejemplo, la enfermedad de Leigh (encefalopatia necrotizante subaguds) se caracteriza _
por la pérdida visual progresiva y encefalopatia, debido a derrame neuronal y miopatia.
En estos casos, el metabolismo mitocondrial defectuose no suministra suficientes
substratos de energfa alta para alimentar el metabolismo de células excitables. Un
modulador de la actividad receptora de eritropoyetina optimiza la funcién defectuosa en
una variedad de enfermedades mitocondriales. Tal como se mencioné antes, las
condiciones hipéxicas afectan adversamente los tejidos excitables. Los tejidos excitables
incluyen, pero no se limitan a tejido del sistema nervioso central, tejido del sistema
nervioso periférico y tejido cardiaco. Ademis de las condiciones ya descritas, los
métodos de la presente invencién son (tiles para el u'atan:iento de envenenamiento por
inhalacion, tales como inhalacién de mondxido de carbono y humo, asma severs,
sindrome de falla respiratoria en adultos, choque y ahogamiento. Otras condiciones que
crean condiciones hipéxicas o que por otros medios inducen daflo al tejido excitable,
incluyen hipoglicemia que puede presentarse pro dosificacién inadecuada de insulina, o

con neoplasmas productores de insulina (insulinoma).

Varios trastornos neurosicolégicos que se cree se originan de dafio a tejido
excitable se pueden tratar por los métodos de la presente invencién. Trastornos crénicos
en los que hay dafio neuronal y para los que se provee tratamiento por la presente
invenci6n, incluyen trastornos relacionados con el sistema nervioso central y/o el sistema
nervioso periférico, incluidos pérdida de la funcién cognoscitiva y demencia senil,
trastornos de ataque crénico, mal de Alzheimer, mal de Parkinson, demencia, pérdida de
la memoria, escleroris lateral amiotréfica, esclerosis miiltiple, esclerpsis tuberosa,
enfermedad de Wilson, pardlisis cerebral y supranuclear progresiva, enfermedad de
Guam, demencia corporal de Lewy, enfermedades de prion, tales como encefalopatias
esponjiformes, por ej: enfermedad de Creutzfeldt, enfermedad de Huntington, distrofia
mioténica, ataxia de Freidrich y otras ataxies, asi como sindrome de Gilles de 1a Tourette,
trastornos de ataques tales como epilepsia trastorno de ataque crénico, ataque, trauma
cerebral o de la columna vertebral, demencia por SIDA, alcoholismo, autismo, isquemia
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retinal, glaucoma, trastornos de la funcién autonémica, tales como hipertensién y
trastornos del sueflo y trastornos neurosiquifitricos que incluyen, més no se limitan a
esquizofrenia, trastornos sico-afectivos, trastorno de deficiencia de la atencion,
hiperactividad, trastorno distimico, trastorno mayor depresivo, mania, trastorno obsesivo-
compulsivo, trastornos por uso de sustancias sicoactivas, ansiedad, panico, asi como
trastomos afectivos unipolares y bipolares. Otros trastornos neurosiquidtricos y
neurodegenerativos incluyen, por ejemplo, los que aparecen en American Psychiatric
Association’s Diagnostic and Statistical Mamual of Menial Disorders (DSM), en su
ultima versién, IV, la cual se incorpora en este contexto por referencia.

En otra realizacién, las moléculas recombinantes de toxina cfuiméricn que
comprenden una citoquina recombinante protectora de tejido pueden utilizarse para
entrega terapéutica de toxinas para tratar un trastorno proliferiativo, tal como céncer o
trastomo viral, tal como panencefalitis de esclerosis subaguda.

La siguiente tabla presenta una lista de indicaciones ilustrativas més no limitantes
cuanto a varias condiciones y enfermedades susceptibles a tratamiento por las
citoquinas recombinantes protectoras de tejido ya mencionadas.

,.f
Célula tefido u Disfuncién o patologla Condiclén o enfermedad ~ Tipo
drgano
Corazin I[squemia Enfermedad de la arteria | Aguda, crémica, estable,
coronaria inestable
Infario del miscardio Sindrome de Dressler
Enfermedad cardiaca Cardiomiopatia valvular
Angina Princzmetal _
Ruptura cardiaca Perforacién sepial
aneurismstica
angliti
Arritmia Taclty-, bradamitmia Estable, incstable
Supraveniricular, Nodo del cardtido
ventricular, asnormalidades | hpersensibles .
en conduccién. _
Falla cardiaca congestiva Izquierda, derecha, bi- Cardiomiopatias, tales
; ventricular, gistélica, como idiopdticas,
disstélica. familiales, infecciosas,
metabélicas,
deficiencias, trastorno
dsl tejido conector,
infiltracién y
granulomag,
neurovascular,
Miocarditis Autoinmune, infecciosa,
idiopdtica.
Corpulmonale
Trauma contundente y
peneirante
Toxinas Toxicidad con cocaina
Vascular Hipertensi6n Primaria, secundaria
Descompresién
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Hiperplastia fibromuscular
Ancurigma Diseccién, roto, glargado
Polmones Obstructivos Asma,
Enfisema u obstruccién de
| 1a entrada de aire.
Enfermedad pulmonar Embolia pulmonar,
isquémica Trombosis pulmonar ,
Embolia por prasa
Enfermedades pulmonares
| ambicntales _
Enfermedad pulmonar Embolis pulmonar,
isquémica trombosis palmonar
Enfermedad pulmonar Fibrosis pulmonar
Congénita Fibrosis cistica
| Cor pulmonals
Trauvma
Neumonia y neumonitida Infecciosa, parasitica,
téxica, traumdtica,
quemadura, aspiracién
Pincreas Endocrino Digbetes mellitus tipo I y | Falla de la célula beta,
I disfuncién, neuropatia
| diabética
Otra falla de células
endocrinas del péncreas.
Exocrino Falla de pincreas exocrino | Pancrestitis
Hueso QOsteopenia Primaria Hipogonadismo,
Secundaria inmovilizacién post-
menopéusica ,
hiperparatiroidismo
4 asociado con edad,
- hipertiroidismo,
deficiencia de calcio,
magnesio, fosforo y/o
vitamina D.
Oesteomielitis
Necrogis vascular
Trauma .
. Enfermedad de Paget _

Piel Alopecia Arcats totalis Primaria
sccundaria
calvicie de patrin
masculino

Vitiligo Localizado Primario
L _generalizado Secundario
| Ulceracién diabética
Enfermedad vascular
periférica
| Lesiones por quemaduras
Trastornos Lupus critemétodos,
autoinmunes Silogren,
Artritis renmatoide
Glomerulonefritis
Angiitis
Histiocitosis Langerhan
Ojos Neuritis dptica
Lesiones contundentes y
penetrantes, infecciones,
enfermedad de odlulas
falciformes,
desprendimiento de retina,
arteritis temporal.
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embridnicos ¥
fetales

SNC

Rabia, herpes

Adicién a la nicotina

Abuso y retiro de droga

Cocaina, heroina, crack,
maritmana, LSD, PCP,
abuso de poli-narcéticos,
éxtagis, opiodes,
hipnéticos sedantes,
anfetaminas, cafeina

Trastornos obsesivos-
compulsivos

Estenosis espinal, mielitis
transversa Guillan Barre,
trauma, compresién dec Ia
miz nerviosa, compresién
tumoral, ataque candiaco.

Tinnitus .
Sindrome de AMeuiere
Pérdida de la andicidn

Lesion tranmidtica,
barotraumas

Falla renal

Vascularfisquémica,
enfermedad intersticial,
enfermedad renal
diabética, sindromes
nefriticos, infecciones,
lesién inducida por
contraste, inducida por
quimioterapia, inducida
por CPB, o preventiva

Henoch S, Purpura

Misculo estriado

Trastornos aploinmunes

Myasthenia gravis,
Dermatomiositis
Polimiositis

Miaopatias

Metabdlica heredads,
endocrina v tbxica

Ataque cardisco

Lesion por aplastamiento

Rabdomilosis

Enfermedad mitocondrial

Infeccidn

Fasciilis necrotizante

Disfuncién sexual

Central y periférica {(como
disfuncién créctil)

secundaria
medicamento (diabetes)

Hepatitis

Enfermedad isquémica

Cirrosis, hi

Enfermedades infiltrantes /
metabdlicas
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Gastrointestino Enfermedad de intestino

HEnteracolitis necrotizante

Transplanie  de | Tratamiento de donmanie y

Vias reproductivas | infertilidad Vascuolar, antoinmmme,
anormalidades uterinas,
trastomos de implante

Endocrino Hiper e hipofuncién

glandular

Como ya se dijo, estas enfermedades, trastornos o condiciones son (nicamente
ilustrativas del rango de beneficios que ofrecen las citoquinas recombinantes protectoras
de tejido de la invencién. Por lo tanto, esta invencién provee generalmente tratamiento
terapéutico o profilictico de las consecuencias de trauma mecénico o de enfermedades al
ser lumano. Se prefiere el tratamiento terapéutico no profilictico de enfermedades,
trastornos o condiciones del SNC y/o del sistema nervioso periférico. Se provee
tratamiento terapéutico o profilictico para enfermedades, trastornos:-o condiciones que
tengan un componente siquiétrico. Se provee tratamiento terapéutico o profilictico de
enfermedades, trastornos o condiciones incluidas, més no limitados a aquelios que tengan
un componente oftdlmico, cardiovascular, cardiopulmonar, respiratorio, l:énﬂ, urinario,

reproductivo, gastrointestinal, endocrino o metabdlico.
e

En una realizacién, dicha composicidén farmacéutica de una citoquina
recombinante protectora de tejido puede administrarse en forma sistemética para proveer
o mejorar las células, tejido u 6rgano objetivo. Dicha administracién puede ser
parenteral, por inhalacién, o por via transmucosa, por ej: por via oral, nasal, rectal,
intravaginal, sublingual, submucosal o transdermal. Preferiblemente, la administracion es
parenteral, por ej: por inyeccién intravenosa o intraperitonea, y también se incluye, sin
limitar, administracién intra-arterial, intramusculer, intradermal y subcutines.

Para otras rutas. de administracién, tal como mediante el uso de un perfusado,
inyeccibn 2 un 6rgano u otra administracién local, se proveerd una composicion
farmacéutica que resulte en niveles similares de una citoquina recombinante protectora de
tejido como Ia descrita antes. Se prefiere un nivel entre 0,01pM — 30nM.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden comprender una
cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. En una realizacién especifica, ¢l término “farmacéuticamente aceptable”
significa aprobado por una agencia reguladora del gobierno federal o estatal o que
aparezca en la U.S. Pharmacopeia u otra farmacopea extranjera reconocida generalmente
para uso en animales, y més preferiblemente para uso en seres humanos. El término
“vehiculo™ se refiere a un diluyente, adyuvante o excipiente con el que se administre el
producto terapéutico. Dichos vehiculos farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, tales
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como soluciones salinas enagua y aceites, incluidos los de origen de petrélec, animal,
vegetal o sintético, tal como aceite de mani, aceite de soya, aceite mineral, aceite de
ajonjoli y similares. Una solucién salina es un vehiculo preferido cuando la composicion
farmacéutica es administrada por via intravenosa. Soluciones selinas y soluciones de
dextrosa y glicerol acuosas también pueden emplearse como vehiculos liquidos, en
particular para soluciones inyectables. Excipientes farmacéuticos apropiados incluyen
almiddn, glicosa, lactosa, sucrosa, gelatina, melta, arroz, harina, creta, gel de silice,
estearato sOdico, monoestearato de glicerol, talco, cloruro de sodio, leche seca
descremada, glicerol, propilen glicol, agua, etanol y similares. Si se desea, la
composicién también puede contener cantidades menores de agentes humectantes o
emulsificantes, o agentes tamponadores de pH. Estas composiciones pueden tomar la
forma de soluciones, suspensiones, emulsiones, tabletas, pildoras, cépsulas, polvos,
formulaciones de liberacién sostenida y similares. La composicién puede formularse
como un supositorio, con enlazantes y vehiculos tradicionales tales como triglicéridos.
Los compuestos de la invencién pueden formularse como formas neutras o salinas. Sales
farmacéuticamente aceptables incluyen aquellas formadas con grupos amino libres como
los derivados de dcido clorhidrico, fosférico, acético, oxélico, tartdrico, etc., y aquellos
formados con grupos carboxil libre tales como los derivados de sodio, potasio, amonio,
calcio, hidréxidos férricos, isopropilaming, trietilamina, 2-etilamino etanol, histidina,
procaina, etc. Ejemplos de vehiculos farmacéuticos adecuados se describen en
“Remingion’s Pharmaceutical Sciences” por EW. Martin. Dichas composiciones
contienen una cantidad terapéuticamente efectiva del compuesto, preferiblemente en
forma purificada, junto con una cantidad adecuada de vehiculo de modo que provea la
forma de administracion adecuada al paciente. La fonmulacién debe corresponder al
modo de administracion.

Las composiciones farmacéuticas aptas para administracién oral pueden proveerse
como cépsulas o tabletas; como polvos o grénulos; como soluciones jarabes o
suspensiones (en liquidos acuosos o no acuosos); como espumas o batidos comestibles, o
como emulsiones. Tabletas o cdpsulas de gelatina duras pueden comprender lactosa,
almidén o derivados de lo mismo, estearato de magnesio, sacarina sbdica, celulosa,
carbonato de magnesio, &cido estedrico o sales de lo mismo. Cépsulas de gelatina blanda
pueden comprender aceites vegetales, ceras, grasas, polioles liquidos o semi-liquidos, etc.

Las soluciones y jarabes pueden comprender agua, polioles y aziicares.

Un agente activo dirigido para administracién oral puede recubrirse 0 mezclarse
con material que retarde la desintegracién y/o absorcién del agente activo en el tracto
gastrointestinal (por ej: monoestearato de gliceril o distearato de gliceril). De este modo,

la liberacion sostenida de un agente activo puede alcanzarse durante muchas horas, y si
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fuere necesario, el agente activo puede protegerse contra degradacién en el estémago. Se
pueden formular composiciones farmacéuticas para administracién oral con el fin de
facilitar 1a liberacién de un agente activo en un sitio en particular del gastrointestino
debido a condiciones enzimiticas o de pH especificas.

Se pueden proveer composiciones farmacéuticas aptas para administracién
transdermal como parches que permanezcan en contacto intimo con la epidermis del
receptor durante un periodo de tiempo prolongado. Se pueden proveer composiciones
farmacéuticas para administracién tépica tales como unglientos, cremas, suspensiones,
lociones, polvos, soluciones, pastas, geles, atomizadores, aerosoles o aceites, Para
administracién topica a la piel, boca, 0jo u otro tejido externo, se prefiere utilizar un
ungiiento topico o crema. Cuando se formule en un ungiiento, el ingrediente activo puede
emplearse con una base de ungiento parafinica o miscible en agua. Alternativamente, el
ingrediente activo puede formularse en una crema con una base aceite en agua o agua en
aceite. Las composiciones farmacéuticas aptas para edministracién topica a los ojos
incluyen gotas Opticas. En estas composiciones, el ingrediente activo puede disolverse o
suspenderse en un vehiculo adecuado, por ¢j: en un solvente acuoso. Composiciones
farmacéuticas aptas para administracién topica en la boca incluyen pastillas, pildoras y

enjuagues bucales,
-

Las composiciones farmacéuticas aptas para administracién nasal y pulmonar
pueden comprender vehiculos sélidos tales como polvos(preferiblemente que tengan un
tamafio de particula entre 20 y 500 micrones). Los polvos pueden administrarse para oler,
es decir, por inhalacién ripida a través de la nariz de un contenedor de polvo que se
mantenga cerca de la nariz.  Alternativamente, las composiciones aptas para
administracién nasal pueden comprender vehiculos liquidos, por ej: atomizadores nasales
o gotas nasales. Alternativamente, la inhalacion directamente a los pulmones puede
hacerse por inhalacion profunda o instalacién a través de una boquilla en la orofaringe.
Estas composiciones pued;m comprender soluciones acuosas o aceitosas del ingrediente
activo. Las composiciones para administracién por inhalacién pueden suministrarse en .
dispositivos especialmente adaptados, incluidos més no limitados a aerosoles
presurizados o nebulizadores, los cuales pueden hacerse de-modo que provean
dosificaciones predeterminadas del ingrediente activo. En una realizacién preferida, las
composiciones farmacéuticas de la invencién son administradas en la cavidad nasal
directamente o en los pulmones por medio de la cavidad nasal u orofaringe.

Las composicic;nes farmacéuticas aptas para administracién rectal pueden
proveerse como Ssupositorios 0 enemas. Las composiciones farmacéuticas aptas para
administracion vaginal pueden proveerse como pesarios, tampones, cremas, geles, pastas,
espumas o formulaciones atomizadoras,
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Las composiciones farmacéuticas aptas para administracién parenteral incluyen
soluciones o suspensiones inyectables estériles, acuosas y no acuosas, las cuales pueden
contener antioxidantes, tamponadores, bacteriostatos y solutos que hagan lé composicién
sustancialmente isotdnica con la sangre del receptor. Otros componentes que pueden estar
presentes en dichas composiciones incluyen agua, alcoholes, polioles, aceites de glicerina
y vegetales, por ejemplo. Las composiciones aptas para administracién parenteral
pueden estar presentes en contenedores de una o varias dosis, por ejemplo ampolletas y
viales herméticos y pueden almacenarse en estadlo congelado-seco (liofilizado) que
requiera solo la adicién de un vehiculo liquido estéril, por ej: una solucion salina estéril
para inyecciones, inmediatamente antes de su uso. Soluciones y suspensiones
extemporéneas inyectables se pueden preparar de polvos estériles, grinulos y tabletas. En
una realizacidn, un autoinyector que comprenda una solucién inyectable de una citoquina
recombinante protectora de tejido se puede proveer para uso del emergencia en
ambulancias, salas de urgencia y situaciones en el campo de batalla, y aiin para auto-
administracién en un ambiente doméstico, eh particular cuando pueda ocurrir la
posibilidad de una amputacién traumética, tal como por el uso imprudente de una
podadora. La posibilidad de que células y tejidos un pie o dedo desprendido
sobrevivan luego de que se vuelva a fijar pueden aumentar mediante la administracién de
una citoquina recombinante protectora de tejido a multiples'sitios en la parte desprendida
tan pronto como sea posible, alin antes de que llegue al sitio el personal médico o de que
Ia persona afectada llegue a la sala de urgencias con el dedo o pie desprendido.

En una realizacién preferida, la composicién es formulada de acuerdo con
procedimientos rutinarios como una composicién farmacéutica apta para administracion
intravenosa a seres humanos. Tipicamente, Jas composiciones para administracién
intravenosa son soluciones en tamponador acuoso isoténico estéril. Cuando sea
necesario, la composicién también puede incluir un agente solubilizante y un anestésico
local tal como lidocaina para aliviar el dolor en el sitio de la inyeccién. Generalmente,

los ingredientes se proveen por separado o mezclados en forma de dosis unitaria, por

ejemplo, como un polvo liofilizado seco o un concentrado sin agua en un contenedor
herméticamente sellado, tal como en una ampolleta o sobre, donde se indique la cantidad
de agente activo. Cuando Iz composicién vaya a ser administrada por medio de
inyeccién, se puede proveer una ampolleta de salina estéril de modo que se puedan
mezclar los ingredient,esj antes de su adminpistracion.

Generaimente, los supositorios contienen ingrediente activo entre 0,5% y 10% por
peso; preferiblemente, las formulaciones orales contienen de 10% e 95% del ingrediente
activo,
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Se puede proveer una composicién perfusada para uso en bafios de 6rganos
transplantados, para perfusién in sifu, o para administracién a la vasculatura de un
donante de 6rgano antes de recoger el 6rgano. Dichas composiciones farmacéuticas
pueden comprender nivelés de una citoquina recombinante protectora de tejido o una
forma de una citoquina recombinante protectora de tejido no apta para administracién
aguda o crénica, local o sistémica aun individuo, sino que sirva para las funciones que se
mencionan aquf a un cadéver, bafio de drgano, perfusado de drgano, o perfusado in sitw
antes de remover o reducir los niveles de la citoquina recombinante protectora de tejido
que se contiene alli antes de exponer o regresar el 6rgano o tejido tratado a circulacién
regular,

La invencién también provee un paquete o kit farmacéutico que comprende uno o
mis contenedores llenos con uno o més de los ingredientes de las composiciones
farmacéuticas dela invencién. Opcionalmente asociados con dichos contenedores, se
puede incluir un aviso en la forma indicada por una agencia del gobierno que regule la
fabricacién, uso o venta de los productos farmacéuticos o biolégicos, donde aparezca la
aprobaci6n de dicha agencia en cuanto a la fabricacion, uso o venta para administracion
humana.

Por ejemplo, en otra realizacion, se puede entregar una citoquina recombinante
protectora de tejido en un sistema de liberacién controlada, Por ejemplo, el polipéptido
puede administrarse utilizando una infusidn intravenosa, una bomba osmética
implantable, un parche transdermal, liposomas, u otros modos de administracién. En una
realizacion, se puede utilizar una bomba (ver Langer, supra; Sefton, 1987, CRC Crit Ref.
Biomed. Eng. 14:201; Buchwald et al., 1980, Surgery 88:505; Saude et al., 1989, N. Engl
J. Med. 321:574). En ofra realizacién, el compuesto puede entregarse en un vesiculo, en
particular una liposoma (ver Langer, Science 249:1527-1533 (1990); Treta et al., en
Liposomes in the Therapy of Infectious Disease and Cancer, Lopez-Berestein y Fidler
(eds.), Liss, New York, piginas 353-365 (1989); WO $1/04014; Patente U.S. No.,
4,704,355; Lopez-Berestein, ibid, pags 317-327, ver generalmente ibid). En otra
realizacién, se pueden utilizar materiales poliméricos (ver Medical Applications of
Controlled Release, Langer and Wise (eds). CRC Press: Boca Raton, Florida, 1974;
Controlled Drug Bioavallability, Drug Product Design and Performance, Smolen and
Ball (eds), Wiley: New York (1984); Ranger and Peppas, J. Macromol. Sci. Rev.
Macromol. Chem. 23:61, 1953; ver también Levy et al., 1985, Science 22-8:190; During
et al., Anm. Neurol. 25:351, Howard et al., 1989, J. Neurosurg. 71:105).

Aln en otra realizacién, se puede colocar un sistemsa de liberacién controlada
cerca al objetivo terapéutico, es decir, a las células, tejido u 6rgano objetivo, necesitando
de este modo solo una fraccidén de la dosis sistémica (ver por ¢j: Goodson, pégs. 115-138
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en Medical Applications of Controlled Release, vol.2, supra, 1984). Otrc;s sistemas de
liberacién controlada se discuten en el anilisis de Langer (1990, Science 249:1527-1533)

En una realizacién especifica, se puede desear administrar localmente las
composiciones de citoquina recombinante protectora de tejido de la invencion en el drea
que requiera el tratamiento; esto puede lograrse, por e¢jemplo, y no como limitacion,
mediante infusidn local durante cirugfa; aplicacién tépica, por ¢j: junto con un vendsje de
herida luego de cirugia, mediante inyeccion, por medio de un catéter, por medio de un
supositorio o por medio de un implante que sca de un material poroso, no poroso o

gelatinoso, incluidas membranas tales como membranas sil4sticas o fibras.

La seleccion de la dosis efectiva preferida la puede determinar una persons
versada en la técnica teniendo en cuenta varios factores conocidos en la técnica. Dichos
factores incluyen la forma particular de la citoquina recombinante protectora de tejido y
sus parimetros farmacéuticos tales como bidisponibilided, metabolismo, vida media, etc.,
que serén establecidos durante los procedimientos de desarrollo normeles que tipicamente
se empleen para obtenerla aprobaci6n reguladors para un compuesto farmacéutico. Otros
factores para considerar la dosis incluyen la condicién o enfermedad que se vaya a tratar
o el beneficio que se vaya a lograr en un individuo normal, la mase corporal del paciente,
la via de administracién, si la administracion es aguda o crénica, medicamentos
concomitantes y otros factores que bien se sabe afectan la eficacia de los agentes
farmacéuticos administrados. Por ello, la dosis precisa debe decidirse de acuerdo con el
juicio del médico y de las circunstancias de cada paciente, por ej: dependiendo de la
condicién y estado inmune del paciente individual y de acuerdo con técnicas clinicas
estAndar.

En otro aspecto de la invencién, se provee un perfusado o una solucién perfusada
para perfusién y almacenamiento de érganos para transplante; la solucién de perfusién
incluye una cantidad de citoquina recombinante protectors de tejido efectiva para
proteger células de respuesta y sus respectivos células, tejidos u 6rganos, Transplante .
incluye, més no se limita a: xenotransplante, donde un érgano (incluidas células, tejido u
otra parte corporal) es tomado de un donante y transplantado en un receptor diferente;, y
auto-trensplante, donde el érgano es tomado de una parte de un cuerpo y reemplazado en
otro, incluidos pt"ocedimientos mesa de cirugia, en los cuales se puede retirar un
6rgano, y mientras esté ex vivo, seccionarlo, reparario o de otra forma manipularlo, tal
como remocion tumoral, y luego regresarlo al sitio original. En una realizacién, la
solucién de perfusién es Ia solucién de la Universidad de Wisconsin (UW) (Patente US.
No. 4,798,824) que contiene entre 1 y 25U/ml de eritropoyetina, almidén de hidroxietil al
5% (con un peso molecular entre 200,000 y300,000 y sustancialmente libre de etilen
glicol, etilen clorohidrine, cloruro de sodio y acetona), 25mM de KH2PO4; 3mM de
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glutaniona; SmM de adenosina;10 mM de glucosa; 10 mM tamponador HEPES; 5SmM
gluconato de magnesio; 1,5 mM de CaCl2;105mM de gluconato de sodio;, 200,000
unidedes de penicilina, 40 unidades de insulina; 16 mg de dexametasona; 12mg de fenol
rojo; y un pH de 7,4-7,5 y una osmolalidad de aproximadamente 320 mOSm/l. La
solucién se utiliza para conservar rifiones y péncreas cadavéricos antes de ser
transplantados. Usando la soluci6n, la conservacidn puede ampliarse al limite de 30 horas
recomendado pare conservacién de rifiones cadavéricos. Este perfusado en particular es
meramente ilustrativo de un mimero de las soluciones que pueden adaptarse para el
presente uso mediante la inclusién de una cantidad efectiva de la citoquina recombinante
protectora de tejido. En otra realizaci6n, la solucién perfusada contiene entre 0,01pg/ml
y 400 ng/ml de citoquina recombinante protectora de tejido, o entre 40y 300 ng/ml de
citoquina recombinante protectora de tejido. Como ya se dijo, en este aspecto de la
invenci6n se puede user cualquier forma de citoquina recombinante protectora de tejido.

Si bien el receptor preferido de una citoquina recombinante protectora. de tejido
pare los propdsitos de esta invenci6n es para un ser humano, los métodos que se divulgan
aquf aplican igualmente a otros mamiferos, en particular animales domésticos, ganado,
animales de compafiia y animales salvajes. Sin embargo, la invenci6n no se limita a ello

y sus beneficios se pueden aplicar a cualquier mamifero.
rs

56 USOS TERAPEUTICOS Y PREVENTIVOS DE CITOQUINAS
RECOMBINANTES PROTECTORAS DE TEJIDO

Tal como se menciona en el Ejemplo] més adelante, la presencia de receptores
de eritropoyetina en el endotelio cerebral capilar humano indica que los blancos de las

citoquinas recombinantes protectoras de tejido de la invencién estin presentes en el

cerebro humano, y que los estudios de animales sobre estas citoquinas recombinantes
protectoras de tejido de la invencién pueden trasladarse directamente al tratamiento o
profilaxis de seres humanos.

En otro aspecto de la invencién, se proveen métodos y as composiciones para
mejorar la viabilidad de células, tejidos u 6rganos que no estén aislados de la vasculatura
por una barrere de células endoteliales exponiendo las células, tejido u 6Grganos
directamente a una composicion farmacéutica que comprends una citoquina
recombinante protectors de tejido, o administrando o contactando una composicién
farmacéutica que contenga citoquina recombinante protectora de tejido a la vasculatura
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del tejido u 6rgano. La actividad mejorada de células de respuesta en el tejido u érgano
tratado es responsable por los efectos positivos que se ejerzan.

Tal como se describe arriba, la invenci6n se basa, en parte, en el hallazgo de que
las moléculas de eritropoyetina pueden ser transportadas de la superficie luminal a la
superficie inferior de la membrana de las células endoteliales de las capilares de Srganos
con uniones apretadas de células endoteliales, incluidos por ejemplo, el cerebro, la retina
y los testiculos. De este modo, las células de respuesta a través de la barrera son blancos
susceptibles para los efectos benéficos de una recombinante protectore de tejido y otros
tipos de células o tejidos u 6rganos que contengan y dependan, total o parcialmente de
células de respuesta alli, son blancos para los métodos de la invencién. Si bien no
deseamos sometemnos a ninguna teoria en pasticular, luego de la transcitosis de una
citoquina recombinante protectora de tejido, ésta puede interactuar con un receptor de
eritropoyetina en una célula de respuesta, por ejemplo, en una célula neuronal, retinal,
muscular, cardiaca, pulmonar, del higado, rifidén, intestino delgado, corteza adrenal,
médula adrenal, endotelial capilar, testiculos, ovarios, péncreas, hueso, piel o
endometrial, y ¢! enlace del receptor puede iniciar una cascada de transducciébn de
seflales resultando en la activacion de un programa de expresion de genes dentro de la
célula de respuesta o téjido, resultando en la proteccién de la célula o tejido u érgano,
contra dafio tal como por toxinas, agentes quimioterapzuﬁcos, terapia de radiacion,
hipoxia, etc, Por lo tanto, mas adelante se describen los métodos para proteger tejido que
contenga células de respuesta contra lesién o estrés hipdxico, y mejorar la funcién de
cada tejido. Como ya se dijo, los métodos de la invencién son aplicables igualmente a
seres humanos asi como a otros animales.

En la priictica de una realizacién de la invencién, un paciente mamifero estd
pasando por una quimioterapia sistémica para tratamiento de céncer, incluida terapia de
radiacién, que cominmente tiene efectos adversos tales como dafio nervioso, pulmonar,
cardiaco, ovérico o testicular. La administracién de una composicién farmacéutica que
comprenda una citoquina recombinante protectora de tejido como la que se describe
arriba, se hace antes y durante la quimioterapie y/o terapia de radiacién para proteger a
varios tejidos y drganos contra dafio que pueda causar el agente quimioterapéutico, como
para proteger los testiculos. El tratamiento se puede continuar hasta que los niveles de
circulaciéon del agente quimioterapéutico caigen por debajo de un nivel de peligro
potencial para el cuerpo del mamifero.

En la prictica de otra realizacién de la invencién, se planed recoger varios
6rganos de una victima de un accidente automovilistico para transplante a una seric de
receptores, algunos de los cuales requerian transporte por una distancia considerable y un
periodo de tiempo prolongado. Antes de recoger el 6rgano, se le infundié a la victima una
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composicién farmacéutica que comprendia la citoquina recombinante protectora de tejido
que se describe aqui. Los 6rganos recolectados para despacho fueron perfusados con un
perfusado que contenia la citoquina recombinante protectora de tejido que se describe
aqui, y se almacend en un bafio que comprendia la citoquina recombinante protectora de
tejido. Algunos 6rganos se perfusaron continuamente con un dispositivo de perfusidn
pulsétil utilizando un perfusado que contenfa la citoquina recombinante protectora de
tejido seglin la presente invenciébn Durante el transporte y luego de implante y
reperfusion de los drganos in sifu ocurrié un deterioro minimo de la funcién'del 6rgano.

En otra realizacion de la invencién, un procedimiento quinirgico para reparar una
vilvula del corazén requirié cardioplegia temporal y oclusién arterial. Antes de la
cirugls, se infundi$ al paciente con 4 ug de citoquina recombinante protectora de tejido
por kg de peso corporal. Dicho tratamiento evitd dafio celular isquémico hipéxico, en
particular después de la reperfusién.

En otra realizacion de la invencién, en cualquier procedimiento quirirgico, tal
como en una cirugia de bypass cardiopulmonar, se puede usar una citoquina
recombinante protectora de tejido de la invencién. En una realizacién, la administracién
de una composicién farmacéutica que comprenda una citoguina recombinante protectora
de tejido como se describe arriba, se hace antes, durante y/o luego del procedimiento de
bypass, para proteger 1a funcién del cerebro, corazbn y otros organos,

En los anteriores ejemplos en los cuales se utilizé una recombinante protectora de
tejido de la invencién para aplicaciones ex-vivo, o para tratar células de respuesta tales
como células o tejido neuroneles, de tejido, tejido retinal, coraz6n, pulmén, higado, rifién,
intestino delgado, corteza adrenal, medula adrenal, endotelial capilar, tesﬁcﬁlos, ovarios o
endometriales, la invencidén provee una composicién farmacéutica en forma de dosis

unitaria adaptada para la proteccién o mejoramiento de células de respuesta, tejidos u

6rganos distales a la vasculatura que comprende, por unidad de dosis, una cantidad
efectiva no toxica entre 0,0ipg y Smg, lpg y Smg, 500pg y 5mg, Ing y 5 mg, 500ng y
Smg, 1pg y Smg, 500ug y 5mg, o 1mg y 5mg de una citoguina recombinsnte protectora
de tejido y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En una realizacion preferida, la
cantidad de citoquina recombinante protectora de tejido estd entre Ingy 5mg. En una
realizacién preferids, la citoquina recombinante protectora de tejido de la mencionada
composiciones no eritropoyética.

En otro aspecto de Ia invencidn, se encontré que la administracién de EPO
restaura la funcién cognoscitiva en animales que han pasado por trauma cerebral. Se
esperaria que las citoquinas recombinantes protectoras de tejido de la invencidn tengan
los mismos efectos protectores celulares que EPO. Luego de una demora de 5 6 30 dias,
EPO pudo restaurar 1a funcién en comparacién con animales tratados con simulacién, lo
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cual indica la capacidad de EPQ para regenerar o restaurar la actividad cerebral. Por ello,
la invencién también se dirige al uso de una citoquina recombinante protectora de tejido
para la preparacién de.una composicién farmacéutica para el tratamiento de trauma
cerebral y otras disfunciones cognoscitivas, incluido tratamiento bien después de la lesion
(por ¢j: tres dias, cinco dias, una semana, un mes o més). La invencién también se dirige
a un método para el tratamiento de una disfuncion cognoscitiva luego de lesién, mediante
la administracién de una cantidad efectiva de una citoquina recombinante protectora de
tejido. Cualquier citoquina recombinante protectora de tejido que se describe aqui puede

utilizarse para este aspecto de la invencién.

Ademas, este aspecto restaurativo de Ia invencion se dirige al uso de cualquiera de
las citoquinas recombinantes protectoras de tejido para la preparacion de una
composicidn farmacéutica para la restauracién de disfuncién celular, de tejido u érgano,
en la cual el tratamiento se inicie después, y bien después del evento inicial responsable
por la disfuncién. Més ain, el tratamiento utilizando las citoquinas recombinantes
protectoras de tejido de la invencién pueden extender el curso de la enfermedad o
condicion durante la fase aguda, asi como también una fase crénica,

En el caso en el que una citoquina recombinante protectora de tejido tenga
actividad eritropoyética, en una realizaciébn preferida, la citoquina recombinante
protectora de tejido puede. administrarse sistemiticamen-te a una dosis entre 0,01 pg y
100ug/kg de peso corporal, preferiblemente entre 1-50 pg/kg de peso corporal, més
preferiblemente entre 5-30pug /kg de peso corporal por administracién. Esta dosis
efectiva debe ser suficiente para alcanzar niveles séricos de citoquina recombinante
protectora de tejido superiores a 10,000, 15,000 6 20,000 mUml de suero luego de la
administracién de la citoquina recombinante protectora de tejido . Dichos niveles séricos
pueden logramse 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,010 horas posteriores a la administracién. Dichas
dosis se pueden repetir segiin sea necesario. Por ejemplo, la administracién puede
repetirse diariamente, durante eltie4mpoi que clinicamente sea necesario, u ofrecer un
intervalo apropiado, por ¢j: cada | a 12 semanas, pero preferiblemente, cadal a 3
semanas. En una realizacidn, la cantidad efectiva de la citoquina recombinante protectora
de tejido y un vehiculo farmacéuticamente aceptable pueden empacarse en un vial de una
dosis u otro contenedor. En otra realizacion, una citoquina recombinante protectora de
tejido dtil para los propdsitos de esta invencion es no eritropoyética, es decir, que pueda
ejercer las actividades que se describen aqui sin causar un aumento en la concentracién
de hemoglobina o hernatocritos. Dicha forma no eritropoyética de una citoquina
recombinante protectora de tejido se prefiere en casos en los que los métodos de la
presente invencién sean provistos crénicamente. En otra realizacién, una citoquina

recombinante protectord de tejido se suministra a una dosis superior que la necesaria con
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el fin de estimular al méximo la eritropoyesis. Como ya se dijo, una citoquina
recombinante protectora de tejido de la invencién no tiene necesariamente actividad ‘
eritropoyética, y por lo tanto, las dosis anteriores expresadas en unidades son Gnicamente
ilustrativas para citoquinas recombinantes protectoras de tejido; arriba, se proveen
equivalentes molares de las dosis que son aplicables a cualquier citoquina recombinante
protectora de tejido.

La presente invenciones dirige ademés 4 un método para facilitar el transporte de
una molécula a través de una barrera de células endoteliales en un mamifero, mediante la
administracién de una composicién que comprende la molécula en particular, en
asociacién con una citoquina recombinante protectora de tejido como la descrita antes.
Tal como se dijo arriba, 1as uniones apretadas entre las células endoteliales en ciertos
6rganos en el cuerpo crean una barrera para el ingreso de ciertas moléculas. Para el
tratamiento de varias condiciones dentro de 6rgano con barrera, se desean medios para
facilitar el paso de los agentes farmecéuticos. Una citoquina recombinante protectora de
tejido de la invencidn es #til como vehiculo para entregar otras moléculas a través de las
barreras sangre-cmbré u otras barreras similares. Se prepara una composicidén que
comprenda una molécula que desee cruzar la barrera con una citoquina rec.:ombina.nte y
la edministraci6n periférica de la composicién resulta en la transcitosis de la composicién
a través de la barrera. La asociacién entre la molécula que :raya a ser transportada a través
de Ia barrera y la citoquina recombinante protectora de tejido puede ser un enlace
covilente libil, en cuyo caso, la molécula es liberada de la asociacién con la citoquina
recombinante Juego de atravesar la barrera. Si la actividad farmacolégica de la molécula
se mantiene o no es afectada por la asociacién con la citoquina recombinante protectora
de tejido, puede administrarse tal complejo.

Una persona versada en la técnica conocerh varios medios para asociar moléculas
con una citoquina recombinante protectora de tejido de la invencién y otros agentes
arriba descritos, por medios covalentes, no covalentes y otros; ademas, la evaluacion de
la eficacia de la composicion puede determinarse ficilmente en un sistema experimental.
La asociacién de moléculas con una citoquina recombinante protectora de tejido puede
lograrse por una serie de medios, incluido enlace l&bil, enlace covalente, enlace cruzado,
etc. Pueden emplearse interacciones biotin/avidin. Tal como se dijo arriba, se puede
preparar una molécula por medios sintéticos o recombinantes, por ejempio, que incluya
tanto el dominio de la molécula con actividad farmacolégica deseada como el dominio
responsable por la modulacién de la actividad del receptor de eritropoyetina.

Se puede conjugar una molécula & una citoquina recombinante protectora de
tejido por medio de' una molécula polifuncional, es decir, un enlace cruzado

polifuncional. Tal como se utiliza aquf, “molécula polifuncional” abarca moléculas con
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un grupo funcional que pueden reaccionar més de una vez en sucesién, tal como
formaldehido, asi como moléculas con més de un grupo reactivo. Tal como se utiliza
aquf, el término “grupo reactivo™ se refiere aun grupo funcional en el enlace cruzado que

reaccione con un grupo funcional una molécula (por ej: péptido, proteina

carbohidrato, 4cido nucléico, en particular, un agente hormonal, antibidtico o
anticancerigeno se puede entregar a través de la barrera de células endoteliﬂes) de modo
que se forme un enlace covalente entre el enlace cruzado y esa molécula. El término
“grupo funcional”  conserva su significado estindar en quimica orgénica,
Preferiblemente, las moléculas polifuncionales que se pueden utilizar son enlazantes
biocompatibles, es decir, que sean no carcinogénicos, no toxicos, y sustancialmente no
inmunogénicos in vivo. Los enlazantes cruzados polifuncionales como los que se
conocen en la técnica y los que se describen aquf pueden probarse ficilmente en modelos
enimales para determinar su biocompatibilidad. Preferiblemente, la molécula
polifuncional es bifuncional. Tal como se utiliza aqui, el término “molécula
bifuncional” se refiere a una molécula con dos grupos reactivos. La molécula bifuncional
puede ser heterobifuncional u homobifuncional. Un enlazante cruzado heterobifuncional
permite la conjugacién vectorial. Para la molécula polifuncional se prefiere en particular
que sea lo suficientemente soluble en agua a fin de que las reacciones de enlace cruzado
ocurran en soluciones acuosas tales como en soluciones acuosas tamponadas a un pH de
6 a 8, y para que el conjugado resultante permanezca soluble en agua para una bio-
distribucién més efectiva. Tipicamente, ]a molécula polifuncional se enlaza de manera
covalente con un grupo funcional amino o sulfhidrilo. Sin embargo, las moléculas
polifuncionales reactivas con otros grupos funcionales, tales como dcidos carboxilicos o
grupos hidroxilo se contemplan en la presente invencién.

Las moléculas homobifunionales tienen al menos dos grupos funcionales
reactivos que son los mismos. Los grupos funcionales reactivos en una molécula
homobifuncional incluyen, por ejemplo, grupos aldehido y grupos éster activos.
Moléculas homobifuncionales que tengan grupos aldehido incluyen, por ejemplo,
glutaraldehido y subaraldehido. El uso de glutaraldehido como agente de enlace cruzado
fue divulgado por Pozansky et al, Science 223, 1304-1306 (1984). Las moléculas
homobifuncionales que tengan al menos dos unidades de éster activas incluyen ésteres de
ficidos dicarboxilicos y N-hidroxisuccinimida. Algunos ejemplos de dichos esteres N-
sales de Acido bis-sulfSnico y bis-sulfonato solubles como sus sales de sodio y de potasio.
Estos reactivos homobidifuncionales se consiguen en varias fuentes comerciales (Pierce,
Roclkford, Illinois).
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Las moléculas heterobinfuncionales tienen al menos dos grupos reactivos
diferentes. Los grupos reactivos reaccionan con grupos funcionales diferentes, por ej:
presentes en la muteina de eritropoyetina y la molécula. Estos dos grupos funcionales
diferentes que reacciondn con el grupo reactivo en el enlazante cruzado heterobifuncional
son usualmente un grupo amino, por &j: el grupo epsilon amino de lisina; un grupo
sulfhidrilo, por ej: ¢l grupo tilo de cisteina; un &cido carboxilico, por ej: el carboxilato en
acido aspértico; o un grupo hidroxilo, por ¢j: el grupo hidroxilo en serina. Naturalmente,
a Ias citoquinas recombinantes protectoras de tejido de la invencion les puede faltar un
residuo de amino dcido en particular que facilite el enlace cruzado de la eritropoyetina
nativa, pero una persona versada en la técnica conocerd los medios de residuos
disponibles en una muteina de Is invencién y haré el enlace cruzado de conformidad.

Mis min, es posible que las varias moléculas de la citoquina recombinante
protectora de tejido de la invencidn no tengan grupos reactivos adecuados disponibles
para uso con ciertos agentes de enlace cruzado; sin embargo, una persona versada en la
técnica conocerd ampliamente la opcién delos agentes de enlace cruzado con base en los
grupos disponibles para enlace cruzado en una eritropoyetina de la invencién.

Cuando un grupo .reactivo de una molécula heterobifiincional forma un enlace
covalente con un grupo amino, normalmente el enlace cgyalente serd un enlace amido o
imido. Bl grupo reactivo que forma un enlace covalente con grupo amido, puede, por
ejemplo, ser un grupo carboxilado activado, un grupo halocarbonilo o un grupo éster.
Preferiblemente, los grupos éster son grupos éster reactivos tales como'por ejemplo, un
grupo éster N-hidroxi-succinimida.

El otro grupo es tipicamente un grupo tilo, un grpo que pueda convertirse en un
grupo tilo, o un grupo que forme un enlace covalente con un grupo tiol, Usualmente, el
enlace covalente serd un enlace tioéter o un disulfuro. EIl grupo reactivo 'que forma un
enlace covalente con un grupo tiol, puede ser por e¢jemplo, un enlace doble que
reacciones con grupos tiol o con un disulfuro activado. Un grupo reactivo que contenga .
un enlace doble capaz de reaccionar con un grupo tiol es el grupo maleimido, aunque
otros, tales como acrilonitrilo, también son posibles. Un grupo disulfuro reactivo, puede
ser por ejemplo, un grupo 2-piridilditio o un grupo 5,5'-ditio-bis-(2-4cido nitrobenzéico).
Algunos cjemplos de reactivos heterobifuncionales que contienen enlaces disulfuro
reactivos incluyen N-succinimidil 3-(2-piridil-ditio)propionato (Carlsson et al, 1978,.
Biochem J., 173:723-737), sodio S-4-succinimidiloxicarbonil-alfa-metilbenciltiosulfato y
4-succinimidiloxicarbonil-alfa-metil-(2-piridilditio)tolueno. Se prefiere N-succinimidil 3-
(2-piridilditio)propionato. ~ Algunos ejemplos de reactivos heterobifuncionales que
comprenden grupos reactivos que tienen un enlace doble que reacciona con un grupo tiol
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incluyen succinimidil 4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato y succinimidilm-
maleimidobenzoato.

Otras  moléculas heterobifuncionales incluyen succinimidil 3-(maleimido)
propionato, sulfosuccinimidil 4-(p-maleimido-fenil)butirato, sulfosuccinimidil 4-{N-
maleimidometil-ciclohexano)-1-carboxilato, = maleimidobenzoil-N-hidroxi-succinimida
éster, Se prefiere la sal de sulfonato de sodio de succinimidil m-malimidobenzoato.
Muchos de los reactivos heterobifuncionales arriba mencionados y sus sales de sulfonato
se consiguen de Pierce Chemical Co., Rockford, Illinois, USA.

La necesidad para que el conjugado arriba descrito sea reversible o 14bil puede
determinarla ficilmente una persona versada en la técnica. - Un conjugado puede ser
probado in vifro tanto para la actividad de la citoquina recombinante protectora de tejido,
como para la actividad farmacol6gica deseada. Si el conjugado conserva ambas
propiedades, su idoneidad puede probarse luego in vivo. Si la molécula conjugada
requiere separacion de la citoquina recombinante protectora de tejido para actividad, se
preferirh un enlace labil o asociacién reversible con la citoquina recombinante protectora
de tejido. Las caracteristica de labilidad también se pueden probaren procedimientos in
vitro estindar antes de la prueba in vivo.

Mas informacién sobre como hacer y usar éstos y’otros reactivos polifuncionales
se pueden obtener delas siguientes publicaciones u otras disponibles en el campo:

Carlsson 1, et al., 1978, Biochem J. 173:723-T37

Cumber, J.A. et al., 1985, Methods in Enzymology 112:207-224
Jue, R. Et al, 1978, Biochem 17.5399-5405

Sun, T.T. et al, 1974, Biochem. 13:2334-2340.

Blatter, W.A. et al., 1985, Biochem. 24:1517-152.

Liu, F.T. et al., 1979, Biochem. 18:690-697.

Youle, RJ.. y Neville, D.M. Jr. 1980, Proc. Naill. Acad. Sci. USA.
77:5483-5486.

Lerner, R.A. et al, 1981, Proc. Natll. Acad. Sci. USA. 78:3403-3407.

. Jung, S.M. y Moroi, M. 1983, Biochem. Biophys. Acta 761:162.
10. Caulfield, M.P. et al., 1984, Biochem. 81:7772-7776.
11.  Staros, J.V.,m 1982, Biochem. 21:3950-3955.
12.  Yoshitake, S. et al., 1979, Eur. J. Biochem. 101:395-399.
13.  Yoshitake, S. et al., 1982, Ewr. J. Biochem. 92:1413-1424,
14.  Pilch, P.F. y Czech, M.P. 1979, J. Biol.. Chem. 254:3375-3381.
15. Novick, D. Etal, 1987, J. Biol.. Chem. 262:8483-8487.
16. Lomant, AJ. y Fairbanks, G., 1976, J. Mol. Biol.. i04:243-261.
17. Hamada, H. Y Tsuruo, T. 1987, Anal. Biochem. 160:483-488.
18.  Hashids, S. et al., 1984, J. Applied Biochem. 6:56-63.
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Adicionalmente, métodos de enlace cruzado son analizados por Means y Feeney,
1990, Bioconjugate Chem. 1:2-12. '

Las barreras que son atravesadas por los métodos y composiciones de la
invencién antes descritos, incluyen, pero no se limitan a la barrera sangre-cerebro, Ia
barrera sangre-ojo, la barrere sangre-testiculos, la barrera sangre-ovarios, la barrera
sangre-corazin, la barrera sangre-rifién, y la barrera sangre-itero.

Moléculas candidatas para transporte a través de una barrera de células
endoteliales incluyen, por ejemplo, hormonas, tales como hormona del crecimiento,
factores neurotréficos, antibidticos, antivirales o antifungales, como los que normalmente
se excluyen del cerebro y otros érganos con barreras, péptidos radiofarmacéuticos,
firmacos antisentido, anticuerpos y antivirales contra agentes biolégicamente activos,
farmacéuticos y agentes anticancerigenos. Ejemplos no limitantes de dichas moléculas
incluyen hormonas tales como hormona del crecimiento, factor de crecimiento de nervios
(NGF), factor neurotrofico ciliar (CNTF), factor de crecimiento bésico de fibroblastos
(bFGF), factor de crecimiento transformador B1 (TFG/ Bl1), factor de crecimiento
transformador P2 (TFG/ $2), factor de crecimiento transformador B3 (TFG/ B3),
interleucina 1, interleucina 2, interleucina 3 e interleucigu 6, AZT, anticuerpos contra
factor de necrosis tumoral y agentes inmunodepresivos tales como ciclosporin.
Adicionalmente, a la eritropoyetina o a una de 1as citoquinas proteétoru de tejido de la
presente invenciones les pueden fijar tintes o marcadores con el fin de visualizar células,
tejidos u 6rganos dentro del cerebro y otros Grganos con barreras para propésitos de
diagnéstico. Como ejemplo, un marcador utilizado para visualizar placas dentro del
cerebro se puede fijar a eritropoyetina o a una citoquina protectora de tejido con el fin de
determinar ef progreso del_mal de Alzheimer en un paciente.

La presente invencion también se dirige a una composicién que comprenda una

molécula que vaya a ser transportada por transcitosis a través de una barrera de uniones

apretadas de células y una citoquina recombinante protectora de tejido como la que se
describe arriba. La invencién se dirige también al uso de un conjugado entre una
molécula y una citoquina recombinante protectora de tejido como la ya descrita, para la
preparacién de una composicién farmacéutica para la entrega de la molécula a través de
una barrera como ya se dijo.

La presente invencién se entenderf mejor haciendo referencia a los siguientes

ejemplos no limitantes, los cuales se presentan como ilustrativos de la invencién.
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6. EJEMFPLOS

6.1 EJEMPLO 1:DISTRIBUCION DE RECEPTOR DE ERITROPOYETINA EN
EL CEREBRO HUMANO

Se fij6 inmediatamente cerebro humano normal retirado durante procedimientos
quirGrgicos (por Ej: para proveer margenes libres de tumores en resecciones tumorales)
en acroleina al 5%.en tamponador de fosfato 0,1 M (pH 7,4) durante 3 horas. Se cortaron
secciones con una microtoma vibradora a un espesor de 40 micrémetros. El manchado
inmunohistoquimico se hizo utilizando secciones de flotacién libre y el método indirecto
de peroxidasa-antiperoxidasa de anticuerpos utilizando una dilucién de 1:500 de
antisuero del receptor de eritropoyetina (obtenido de Santa Cruz Biotechnology). La
actividad de la peroxidasa endbgena se extinguié mediante tratamiento de las secciones
de tejido con per6xido de hidrégeno (3% en metanol durante 30 minutos). También se
hicieron controles de tejido mediante omisién primaria de anticuerpos y utilizando el
péptido de bloqueo (de Santa Cruz Biotech.) para confirmar que el manchado era
especifico para el receptor de eritropoyetina (EPO).

La Figura 1 muestra que los capilares del cerebro humano presenta niveles muy
altos del receptor EPO, segiin se determiné mediante ifimuno-histoquimica utilizando
anticuerpos especificos de receptor anti-EPO. Esto provee un mecanismo mediante el
cual EPO puede penetrar en el cerebro a partir de la circulacién sistémica, a pesar de la

barrera sanguinea del cerebro.

La Figura 2 muestra que el receptor EPO est localizado ampliamente dentro y
alrededor de los capilares, formando Ia barrera cerebral en el cerebro humano.

Se ejecutd un protocolo similar al de las Figuras 1y 2 para la Figura 3, salvo que
se cortaran secciones de parafina de 10 micrémetros, las secciones incrustadas se fijaron

por inmersion en paraformaldehido al 4%. La Figura 3 muestra que hay una alta

densidad del receptor EPO en las superficies luminales y antiluminales de las capilares
de! cerebro humano, formando la base anatémica para el transporte de EPO de la
circulacion al cerebro.

La Figura 4 se obtuvo siguiendo un protocolo similar al de la Figura 3 salvo que
el tejido fue seccionado en una ultramicrotoma para la microscopia de electrones y se
rotul el anticuerpo secundario con particulas de oro coloidal. Esta figura muestra que el
receptor EPO se encontrd en la figura endotelial (*), dentro de las vesiculas
citoplasméticas (flechas) y en efecto terminal del glial (+) en el cerebro humano,
proporcionando la base anatémica para transporte de EPQ desde dentro de la circulacién

al cerebro.
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62 EJEMPLO . 2: ERITROPOYETINA CRUZA LA BARRERA
HERMETICA DE FLUIDO SANGUINEO-CEREBROESPINAL

Se anestesiaron ratas adultas machos Sprague-Dawley y se les administro
eritropoyetina humana recombinante via intraperitoneal a 5000 U/kg peso corporal. Se
" tomé una muestra del fluido cerebroespinal de cisterna magna a intervalos de 30 minutos
por un periodo hasta de 4 horas y se determiné la concentracién de eritropoyetina
utilizando un inmunoensayo sensible y especifico enlazado con enzima. Tal como se
ilustra en la Figura 5, la concentracién de eritropoyetina de linea base en CSF es de 8
mlU/m]. Luego de una demora de varias horas, los niveles de eritropoyetina medidos en
el CSF comenzaron a subir y luego de 2,5 horas y més, son considerablemente diferentes
al de la concentracién de linea de base al nivel p<0.01. El nivel pico de aproximadamente
100 mU/ml esta dentro del rango conocido por ejercer efectos protectores in vitro 0,1 a
100 mU/ml). El tiempo pico ocurre a las 3,5 horas, lo cual retardé considerablemente los
niveles de suero pico que ocurren en menos de 1 hora, Los resultados de este experimento
muestran que se pueden lograr niveles significativos de eritropoyetina a través de una
unién celular estrecha mediante administracién parenteral en bolo de eritropoyetina a
concentraciones adecuadas,

63 EJEMPLO 3: CITOQUINA RECOMBINANTE PROTECTORA DE
TEJIDO

Se realizaron los siguientes constructores de eritropoyetina humana utilizando los
siguientes procedimientos: Se cloné el cADN para la eritropoyetina humana mediante
PCR del cerebro humano usando iniciadores basados en la secuencia del cADN humano
publicado (nmimero de acceso NM_000799). Los primeros fueron disefiados para
introducir un sitio Xho I en la terminal 5' y un sitio Xba I en el terminal de 3' de cADN.
Las primeras secuencias son:

HEPO-5-Xho I 5'-AGCTCTCGAGGCGCGGAGATGGGGGTGCACGAATG-3'
(SEQ. ID. 8)

HEPO-3-Xba I §' -ATGCTCTAGACACACCTGGTCATCTGTCCCCTGTCC-3"
(SEQ. ID. 9). '

Se cloné el producto de PCR entre los sitios Xho I y. Xba I del vector de la
expresion mamifera pCiNeo (Promega). Se secuenciaron los clones y se verificd la

secuencia para emparejar la secuencia en NM_000799 con excepci6n de una sola base.

La secuencia de codificacion de la base 418 (numeracién iniciada a partir de ATG)
de C en el sitio G, cambiando el aminoécido 140 de toda la secuencia de la longitud EPO

que inicia en la primera metionina de Arg a Gly. Esto es, sin embargo, una variacién
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normal de la sucesién original y se presenta en la mayoria de las formas de
eritropoyet{na.

La secuencia de codificacion a partir del cADN de eritropoyetina es la siguiente:
ATGGGGGTGCACGAATGTCCTGCCTGGCTGTGGCTTCTCCTGTCCCTG
CTGTCGCTCCCTCTGGGCCTCCCAGTCCTGGGCGCCCCACCACGCCTCATCT

GTGACAGCCGAGTCCTGGAGAGGTACCTCTTGGAGGCCAAGGAGGCCGAGA
ATATCACGACGGGCTGTGCTGAACACTGCAGCTTGAATGAGAATATCACTGT
CCCAGACACCAAAGTTAATTTCTATGCCTGGAAGAGGATGGAGGTCGGGCAG
CAGGCCGTAGAAGTCTGGCAGGGCCTGGCCCTGCTGTCGGAAGCTGTCCTGC
GGGGCCAGGCCCTGTTGGTCAACTCTTCCCAGCCGTGGGAGCCCCTGCACTG
CATGTGGATANAGCCGTCAGTGGCCTTCGCAGCCTCACCACTCTGCTTCGGGC
TCTGGGAGCCCAGAAGGAAGCCATCTCCCCTCCAGATGCGGCCTCAGCTGCT
CCACTCCGAACAATCACTGCTGACACTTTCGCAAACTCTTCCGAGTCTACTCC
AATTTCCTCCGGGGAAAGCTGAAGCTGTACACAGGGGAGGCCTGCAGGACAG
GGGACAGATGA (SEQ ID NO: 7).

Los codigos de cADN para la secuencia de aminoécido en su longitud total de

eritropoyetina, son Ios siguientes: p

MGVHECPAWLWLLLSLLSLPLGLPVLGAPPRLICDSRVLERYLLEAKEAEN
1
TTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKRMEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG
QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRT
ITADTFRKLFRVYSNFLRGKLKLYTGBACRTGDR (SEQ ID NO: 10)

Los primeros 27 residuos del aminoicido de SEQ ID NO: 10 forman la secuencia
principal.

Luego de introducir 6xHis en la terminal-C de la proteina humana EPO se disefio

un nuevo oligomicledtido para que las 6 histidinas se unieran al Asp 192 en la secuencia

total, utilizando el siguiente oligonucleétido:

3'-6xms- bEPO 5'

GGTCTAGATCAATGGTGATGGTGATGATGGTCCCCTGTCCTGCAGGCG-3(SEQ
ID NO:134)

Se amplifico el cADN del EPO por PCR utilizando el oligo marcado HEPO-5-Xho
Iy 6xHis y se clonaron entre los sitios oligo Xho I y Xba I en el vector de expresion

mamifera de pCiNeo. Se secuencié nuevamente el inserto y la secuencia se verifico.
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Las muteinas descritas en Ia seccidn 5.2 de la secuencia humana cADN de EPO
con una terminal-C 6xHis, se introdujeron por oligo utilizando mutagénesis dirigida
usando los oligonucle6tidos descritos en esta seccién. Los clones mutantes fueron

secuenciados para confirmar las muteinas.

Para la invencién se utilizaron varios métodos de purificacién de citoquinas
recombinante protectoras del tejido, incluido, pero no limitado al siguiente protocolo que
se usd junto con las citoquinas protectoras de tejido de la invencién, expresadas de
manera recombinante y marcadas con histidina. E! sobrenadante de las células
recombinantes (CHO-K1) (por ¢j: resina de (Ni-CAM HC RESIN: matriz de Afinidad
Niquel Quelato De Alta Capacidad de Sigma, Cat no. N 3158)) se resuspendio
completamente resuspendido con una inversidn suave. Luego se agregaron 100l de la
suspension de la resina (equivalente a 50ul de resina condensada), a un tubo
microcentrifugado (tamafio, 1,7 ml). Se centrifugé la mezcla a 8,000 rpm a 4 °C durante
5 minutos para dar forma de pildora a la resina y se desechd el sobrenadante. El
microcentrifugado se hizo con un Megafuge 1.0R (Heraeus Instruments). La meacla se
lavé dos veces con 1 ml de agua ionizada (0.2um filtrado) para remover el etanol. La
resina se suspendié en 500u1 de tamponador de equilibrio (50mM de fosfato de sodio,
pH 8,0, 0,3M NaCl, 10mM imidazol), y luego se transfirid la mezcla a un tubo cbnico de
50ml. El tubo de centrifugado se lavd con 500ul de tam;ona.dor de equilibrio, y ésto se
agregé a la mezcla en un tubo conico de 50ml. Lea mezcla se centrifugd a 3,000 rpm, a 4
°C durante 5 minutos para dar forma de pildora a la resina. El sobrenadante se removi6 y
descart. Las muestras fueron centrifugadas (sobrenadante CHO-KI) a 3,800rpm a 4°C
antes de enlazar durante 5 minutos. Se adicionaron las células sobrenadantes a Ia resina.
E! tamponador de adicién de la muestra la muestra (50mM fosfato de sodio, pH 8.0, 3M
NaCl, 100mM imidazol) se ediciond a 1X, y se mezclé suavemente en una plataforma
giratoria durante 1 hora a 4 ®°C. Un ejemplo de dicha plataforma utilizada es el Nutator
(plataforma giratoria) (Clay Adams). La mezcla se centrifugd a 3,000 rpm, a 4 °C
durante 5 minutos. El sobrenadante se removid y se reservd para los andlisis SDS-PAGE
y ELISA (sin enlazar). La resina se resuspendio en 500u1 de tamponador lavado y la
mezcla se transfirié a un tubo microcentrifugo. El tubo cénico de 50m] se enjuagd con
500p1 de tamponador de equilibrio, luego, esta cantidad se agregé a 1a mezcla del tubo
microcentrifugo. La suspensién de la resina luego se mezcldé en una plataforma giratoria
durante 10 minutos a 4 °C, La suspension se centrifugé a 8,000 rpm, a 4 °C durante 5
minutos (el primer lavado puede reservarse para ELISA). La resina re resuspendi6 en 1
ml de tamponador lavado y la suspensién de resina se mezclé nuevamente en una
plataforma giratoria durante 10 minutos a 4°C con el fin de laver la resina una vez mis.
El lavado se descart6. Luego se adicionaron 75ul de tamponador de elusién (50mM de
fosfato de sodio, pH 8.0, 0,3M NaCl, 500mM imidazol). La resina se mezclé en una



plataforma giratoria durante 10 minutos a 4°C. La mezcla se centrifugd a 8,000 rpm, a
4°C durante 5 minutos. El sobrenadante se retird y se reservd La proteina marcada con
histidina se encontré en esta fraccién. Para eluir més proteina se adicionaron nuevamente
75ul de tamponador de elusién (50mM fosfato de sodio, pH 8.0, 0,3M NaCl, 500mM
imidazol). La resina se mezclé nuevamente en una plataforma giratoria durante 10
minutos & 4°C. La mezcla se centrifugé nuevamente a 8,000 rpm, a 4 °C durante 5
minutos. Lag fracciones eluidas se reservaron en un solo grupo o en fracciones
separadas,

Alternativamentem se usd el siguiente procedimiento para aislar las citoquinas
purificadas marcadas con histidina. Los medios condicionados fueron recolectados y
filtrados a través de un filtro de 0,45 pm. En seguida se aplicd una alfcuota de 50ml a un
quelante HiTrap de 5mi (Amersham biosciences) equilibrado con 20mM de fosfato de
sodio, con un pH de 7,4 y se activ6 con 2.5 ml de 100 mM de NiSO4. La columna se
lavd con 20mM de fosfato de sodio, pH 7,4 y se eluyé con un gradiente de0 M 20,5 M
de imidazol en 20mM de fosfato de sodio, pH 7,4 sobre volimenes de 25 columnas. El
flujo fue de 5 ml/min y el tamafio de la fraccién de 5 ml.

Se analizaron las fracciones para determinar la presencia de citoquina
recombinante protectora de tejido mediante anélisis SDS-PAGE y EPO ELISA. Las
fracciones positivas se agruparon y se dializaron contra io mM Tris, pH 7,0. El grupo se
aplicé a Iml de HiTrap Q HP (Amersham biosciences) equilibrado con 10 mM Tris, pH
7,0. Luego de lavar la muestra con el tamponador de equilibrio se eluy6 con un gradiente
de NaCl a 0.5 M sobre volimenes de 10 columnas con un flujo de 1 mli/min, Se
recolectaron y analizaron fracciones de Iml mediante andlisis SDS-PAGE, EPO ELISA y
secado Westem utilizando anticuerpos contra hexa-his (Anti-Hiss, ROCHE). Se
agruparon fracciones que contenfan citoquinas recombinantes protectoras de tejido y se
concentraron utilizando centricon con un tamafio de corte de 10 kDa (Amicon) para
obtener un volumen final de 1-2 ml. '

El grupo final de la citoquina protectora recombinante de tejido se analizd por
SDS-PAGE (NuPage 4-12%; Invitrogen), se visualiz6 utilizando azul NOVEX Colloidal
(Invitrogen) mediant‘e el protocolo recomendado por el fabricante. La pureza de Ia
citoquina recombinante protectora de tejido se dedujo del gel resultante. Solo una banda
comrespondiente a la citoquina recombinante protectora de tejido glicosilada estuvo
presente en cada carril de gel, indicando una alta pureza de la citoquina aislada.

Todos los plismidos se transfectaron a las células CHO-1 o a las células COS-7
vtilizando lipofectamina. Se recolectaron varios medios de transfeccién de las células
luego de 48 a 72 horas. Se prob6 EPO a estosmedios con la prueba ELISA y se us6
directamente o después de la prueba neuronal o hematopoyética.
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Las mutaciones K45D, S100B, y A3ON/H32T para la secuencia cADN de EPQ \
humana se introdujo por-mutagénesis dirigida por oligo utilizando los oligonucledtidos:

HEPO-S100E-alto5'-

CATGTGGATAAAGCCGTCGAGGGCCTTCGCAGCCTCACCACTCTG-3' (SEQID
NO: 11)

HEPO-S100E-bajo 5'-
CAGAGTGGTGAGGCTGCGAAGGCCCTCGACGGCTITATCCACATG-3' (SEQID
NO: 12)

HEPO-K45D-alto 5'

GAGAA T ATCACTGTCCCAGACACCGACGTT AA TTTCTA TGCCTGG-3' (SEQ
ID NO: 13)

HEPO-K45D-bajo 5'-
CCAGGCATAGAAATTAACGTCGGTGTCTGGGACAGTGATATTCTC-3' (SEQ ID
NO: 14) .

HEPO-A30N/H32T-alto 5'-

GAATATCACGACGGGCTGTAATGAAACCTGCAGCTTGAATGAG-3' (SEQ ID
NO: 132) ' W

hEPO-A30N/H32T-bajo 5'-
CTCATICAAGCTGCAGGTTTCATIACAGCCCGTCGTGATATTC-3' (SEQ ID NO:
133)

Las secuencias de oligonucledtidos utilizadas directamente en oligo mutagénesis

para otra muteina de eritproyetina y citoquina recombinante protectora de tejido de Ia
invencién, incluyen;

Para muteina R150E

R150E-F GTCTACTCCAATTTCCTCGAGGGAAAGCTGAAGCTG, (SEQID
NO: 120)

RIS0E-R GCTTCAGCTTTCCCTCGAGGAAATTGGAGTAGAC (SEQ ID NO:
121)

Para mutefina R103E:

R103E-F CCGTCAGTGGCCTTGAGAGCCTCACCACTCTG, (SEQ ID NO:
122) )

R103E-R CAGAGTGGTGAGGCTCTCAAGGCCACTGACGG (SEQ ID NO:
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123)

124)

125)

126)

127)

Para muteinas combinadas R103E/L1085(103):

R103E-F CCGTCAGTGGCCTTGAGAGCCTCACCACTCTG (SEQ ID NO:

R103E-R CAGAGTGGTGAGGCTCTCAAGGCCACTGACGG (SEQ ID NO:

L1085(103)F CGCAGCCTCACCACTTCGCTTCGGGCTCTGG, (SEQ ID NO:

L108S(103)R CCAGAGCCCGAAGCGAAGTGGTGAGGCHGCG (SEQID NO:

Para supresion 44-49

d44-49F GAATATCACTGTCCCAGACGGTGGTGCCTGGAAGAGGAT_(SEQ

ID NO: 128)

d44-49R CATCCTCTTCCAGGCACCACCGTCTGGGACAGTGA T A TIC

(SEQ ID NO: 129)

130)

131)

132)

P
Para muteina K20A: d

K20A-F TACCTCTTGGAGGCCGCGGAGGCCGAGAATATC. (SEQ ID NO:

K20A-R GATATTCfCGGCCTCCGCGGCCTCCAAGAGGTA (SEQ ID NO:

Para muteina K140A:

K140A-F GCTGACACITICCGCGCACICTTCCGAGTCE ACTC, (SEQID NO:

K140A-R GAGTAGACTCGGAAGAGTGCGCGGAAAGTGTCAGC (SEQID

NO: 133)

134)

135)

Para muteina KI52A:

K152A-F ATTTCCTCCGGGGAGCGCTGAAGCTGTACACAG, (SEQ ID NO:
K152A-R CTGTGTACAGCTTCAGCGCTCCCCGGAGGAAAT (SEQ ID NO:
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Para muteina K154A:
K154A-F CTCCGGGGAAAGCIGGCGCTGTACACAGGGGA, (SEQ ID NO:
136)

KI54A-R TCCCCTGTGTACAGCGCCAGCTTTCCCCGGAG (SEQ ID NO:
137)

Para mutefna K45A:

K45A-F ACTGTCCCAGACACCGCAGTTAATITCTATGCCTG, (SEQ ID NO:
138)

K45A-R CAGGCATAGAAATTAACIGCGGTGTCTGGGACAGT (SEQ ID.
NO: 139)

Para muteina K52A:

K52A-F AGTIAATTTCTATGCCTGGGCGAGGATGGAGGTCG, (SEQ ID NO:
140)

K52A-R CGACCTCCATCCTCGCCCAGGCATAGAAATIAACT (SEQ ID NO:
141)

Para muteina K97A:

K97A-F TGCAGCTGCATGTGGATGCAGCCGTCAGTGGCC, (SEQ ID NO:
142) '

K97A-R GGCCACTGACGGCTGCATCCACATGCAGCTGCA (SEQ ID NO:
143)

Para muteina K116A:
K116A-F CRCTGGGAGCCCAGGCGGAAGCCATCTCCCCT, (SEQ ID NO:
144)

K116A-R AGGGGAGATGGCTTCCGCCTGGGCTCCCAGAG (SEQ ID NO:
145)

Para combinacion de muteinas K140NK52A.:

K140A-F GCTGACACTTTCCGCGCACTCTTCCGAGTCTACTC, (SEQID
NO: 146)

K140A-R GAGTAGACTCGGAAGAGTGCGCGGAAAGTGTCAGC (SEQID
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NO: 147)
K.52A-F AGTTAATTTCTATGCCTGGGCGAGGATGGAGGTCG, (SEQ ID
NO: 148)

K52A-R CGACCTCCATCCTCGCCCAGGCATAGAAATTAACT (SEQ ID NO:
149)
Para combinacién de muteinas K140A/KS2AJK45A:

KI40A-F GCTGACACITTCCGCGCACTCTICCGAGTCTACTC, (SEQ ID NO:
150)

K140A-R GAGTAGACTCGGAAGAGTGCGCGGAAAGTGTCAGC (SEQID
NO: 151)

K52A-F AGTTAATTTCTATGCCTGGGCGAGGATGGAGGTCG, (SEQ ID NO:
152)

K52A-R CGACCTCCATCCTCGCCCAGGCATAGAAATTAACT (SEQ ID NO:
153)

K45A-F ACTGTCCCAGACACCGCAGTTAATTTCTATGCCTG, (SEQ ID NO:
154) s )

K45A-R CAGGCATAGAAATTAACTGCGGTGTCTGGGACAGT (SEQ ID NO:
155)
Para combinacidn de muteinas K97A1K152A:

K97 A-F TGCAGCTGCATGTGGATGCAGCCGTCAGTGGCC, (SEQ ID NO: 156)
K97A-R GGCCACTGACGGCTGCATCCACATGCAGCTOCA (SEQ ID NO: 157)
K152A-F ATITCCTCCGGGGAGCGCTGAAGCTGTACACAG. (SEQ ID NO: 158)

K152A-R CTGTGTACAQCTTCAGCGCTCCCCGGAGGAAAT (SEQ ID NO:;
159)

Para combinacién de muteinas K97A1K152A/K45A:

K97A-F TGCAGCTGCATGTGGATGCAGCCGTCAGTGGCC, (SEQ ID NO: 160)
K97A-R GGCCACTGACGGCTGCATCCACATGCAGCTGCA (SEQ ID NO: 161)

K152A-F ATTTCCTCCGGGGAGCGCTGAAGCTGTACACAG, (SEQ ID NO:
162)

K152A-R CfGTGTACAGCTTCAGCGCTCCCCGGAGGAAAT (SEQ ID NO: 163)
K45A-F ACTGTCCCAGACACCGCAGTTAATTTCTATGCCTG, (SEQ ID NO:
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164)

K45A-R CAGGCATAGAAATTAACTGCGGTGTCTGGGACAGT (SEQ ID NO: .

165)
Para combinacién de muteinas K97 AJK152A/K45A/K52A:

K97A-F TGCAGCTGCATGTGGATGCAGCCGTCAGTGGCC, (SEQ ID NO: 166)

K97 A-R GGCCACTGACGGCTGCATCCACA TGCAGCTGCA (SEQ ID NO:
167)

K152A-F ATITCCTCCGGGGAGCGCTGAAGCTGTACACAG, (SEQ ID NO:
168)

K152A-R CTGTGTACAGCTICAGCGCTCCCCGGAGGAAAT (SEQ ID NO: 169)

K45A-F ACTGTCCCAGACACCGCAGTTAATITCTATGCCTG, (SEQ ID NO:
170) :

K45A-R CAGGCATAGAAATTAACTGCGGTGTCTGGGACAGT (SEQ ID NO:
171)

K52A-F AGITAATTTCTATGCCTGGGCGAGGATGGAGGTCG, (SEQ ID NO:
172) i

K52A-R CGACCTCCATCCTCGCCCAGGCATAGAAA'TTAACT (SEQ ID NO:
173)
Para combinacion de muteinas K97A1K152A1K45NK52A/K140A:

K97 A-F TGCAGCTGCATGTGGATGCAGCCGTCAGTGGCC, (SEQ ID NO:
174)

K97A-R GGCCACTGACGGCTGCATCCACATGCAGCTGCA (SEQ ID NO: 175)

KI52AF ATITCCTCCGGGGAGCGCTGAAGCTGTACACAG, (SEQ ID NO:
176) -

K152A-R CTGTGTACAGCITCAGCGCTCCCCGGAGGAAAT (SEQ ID NO: 177)

K45A-F ACTGTCCCAGACACCGCAGTTAATTTCTATGCCTG, (SEQ ID NO:
178)

K45A-R CAGGCATAGAAATTAACTGCGGTGTCTGGGACAGT (SEQ ID NO:
179)

K52A-F AGTTAATTTCTATGCCTGGGCGAGGATGGAGGTCG, (SEQ ID NO:
180)



/[

K52A-R CGACCTCCATCCTCGCCCAGGCATAGAAA TT AACT (SEQ ID NO: \

181)
K140A- F GCTGACACTITCCGCGCACTCITCCGAGTCT ACTC, (SEQ ID NO:
182) :

K140A-R GAGTAGACTCGOAAGAGTGCGCGGAAAGTGTCAGC (SEQ ID
NO: 183)

Para combinacién de muteinas K97 A/K152A/K45A/K52 A/K140A/K154A:

K97 A-F TGCAGCTGCA TGTGGA TGCAGCCGTCAGTGGCC, (SEQ ID NO:
184)

K97A-R GGCCACTGACGGCTGCATCCACATGCAGCTGCA (SEQ ID NO: 185)

K152A-F ATTTCCTCCGGGGAGCGCTGAAGCTGTACACAG, (SEQ ID NO:
186)

K152A-R CTGTGTACAGCTTCAGCGCTCCCCGGAGGAAAT (SEQ ID NO:
187)

K45A-F ACTGTCCCAGACACCGCAGTTAATITCTATGCCTG, (SEQ ID NO:
s
188)

K45A-R CAGGCATAGAAATTAACTGCGGTGTCTGGEACAGT (SEQ ID NO:
189)

K52A-F AGTIAATTTCTATGCCTGGGCGAGGATGGAGGTCG, (SEQ ID NO:
190)

52A-R CGACCTCCATCCTCGCCCAGGCATAGAAATTAACT (SEQ ID NO:
191)

K140A-F GCTGACACTTTCCGCGCACTCTICCGAGTCTACTC, (SEQ ID NO:
192)

KI40A-R GAGTAGACTCGGAAGAGTGCGCGGAAAGTGTCAGC (SEQ ID NO:
193)

KIS4A(152)F CTCCGGGGAGCGCTGGCGCTGTACACAGGGGA, (SEQ ID NO:
194)

154(152)R TCCCCTGTGTACAGCGCCAGCGCTCCCCGGAG (SEQ ID NO: 195)
Combinacidn de muteinas N24K1N3BK/NSIK:

N24K-F CAAGGAGGCCGAGAAAATCACGACGGGCTGT, (SEQ ID NO: 196)
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N24K-R ACAGCCCGTCGTGATTTTCTCGGCCTCCITG (SEQ ID NO: 197)

N3ISK-F ACTGCAGCTTGAATGAGAAAATCACTGTCCCAGACAC, (SEQ ID
NO: 198)

N38K-R GTGTCTGGGACAGTGATTTTCTCATICAAGCTGCAGT (SEQ ID NO:
199)

N83K-F AGGCCCTGTTGGTCAAATCTTCCCAGCCGTG, (SEQ ID NO: 200)
NB3K-R CACGGCTGGGAAGATITGACCAACAGGGCCT (SEQ ID NO: 201)
Para muteinas X152W:

KI52W-F ATTTCCTCCGGGGATGGCTGAAGCTGTACACAG, (SEQ ID NO:
202)

K152W-R CTGTGTACAGCTTCAGCCATCCCCGGAGGAAAT (SEQ ID NO:
203)

Combinacién de muteinas R14A/Y15A;

RYIMAA-F AGCCGAGTCCTGGAGGCGGCCCTCTTGGAGGCCAA. (SEQ ID NO: 204)

RYI4AA-R TTGGCCTCCAAGAGGGCCGCCTCCAGGACTCGGCT (SEQ ID
NO: 205)

YISA-F AGCCGAGTCCTGGAGAGGGCCCTCTTGGAGGCCAA (SEQ ID NO: 206)
YISA-R TTGGCCTCCAAGAGGGCCCTCTCCAGGACTCGGCT (SEQ ID NO: 207)

Los siguientes son ejemplos de construcciones que se hicieron: secuencia de
EPO(hEPQ) marcada 6xHis pCiNeo humana (SEQ ID NO: 208); hEPO marcada 6xHis-
A30N/H32T-pCiNeo (SEQ ID NO: 209); hEPO marcada -6xHis-K45D-pCiNeo
secuencia (SEQ ID NO: 210; hEPQO marcada -6xHis-S100E-pCiNeo secuencia (SEQ ID
NO: 211); y hEPO marcada -6xHis K45D/S100E-pCiNeo secuencia (SEQ ID NO: 212).
El vector de expresién mamifero pCl-neo lleva la regidn realzador/promotor inmediato-

temprano de citomegalovirus humano (CMYV) para promover la expresidén constitutiva de
insertos ADN clonados en células mamiferas.

Estos oligonucleStidos fueron templados al clon cADN de la eritropoyetina
humana original en pCiNeo para introducir 1as mutaciones. Las clones mutantes fueron
secuenciados para confirmar ]as mutaciones. Todos los plasmidos fueron transfectados a
cédulas CHO-1 o a células COS-7 por medio de lipofetamina. Se recogieron medios de
las células 48 a 72 horas posteriores a la transfecciéna. Se rob6 Epo a este medio
vtilizando la prueba ELISA y se usd directamente o después de la purificacion en la
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prueba neuronal o en la prueba hematopoyética.

Posteriormente, las citoquinas recombinantes protectoras de tejido K45D y S100E
se analizaron en una prucba neuronal. Especificamente, se utilizd una prueba de
neuroproteccién in vitro utilizando células neuroblastomas. Las células SK-N-SH se
colocaron en placas de 24 pozos a una densidad de 40,000-células/pozo durante 24 horas.
Se agregd a Ia citoquina recombinante protectora de tejido una concentracién de 3 mM
durante otras 24 horas (eritropoyetina = preparacién comercial; EPQ = eritropoyetina y
citoquina recombinante’ protectora de tejido presentada en células CHO; vector libre =
sobrenadante de céleuas CHO de céluas transfectadas con vector sin constructor Epo).
Luego de esta preincubaci6n las células fueron expuestas a rotenona (S pLM) durante 4
horas, se lavaron y se dejaron recuperar durante 24 horas. Las variantes EPO indicadas
estuvieron presentes durante todos los pasos. Al final del experimento la viabilidad
celular se cuantificd por incubacién de células con colorante de tetrazolio WST-1 (de
acuerdo a las instrucciones del fabricante: Roche # 1644807) durante 2 horas, y se indic
1a viabilidad como lectura de absorbancia.

Las Figuras 6A y 6B indican los resultados de la prueba de neuroproteccion de las
células neuroblastomas SK-N-SH (contra rotenona) para eritropoyetina, asi como para las
citoquinas recombinantes protectoras de tejido con las citoquinas recombinantes
protectoras de tejido K45D y 8100E. El eje (y) en la grifica indica las lecturas de
absorbancia, y los datos son el promedio +/- del rango de las determinaciones duplicadas.
La grifica de Ia Figura 6A indica claramente que la viabilidad de las células dentro de
las muestras K45D y 8100E mantuvieron la viabilidad demostrando su efecto protector
celular, La Figura 6B presenta el mapa del plismido de la hEPQ marcada -6xHis
PCiNeo.

6.4. EJEMPLO 4: CITOQUINAS PROTECTORAS DE TEJIDO

Las citoquinas recombinantes protectoras de tejidos aconsejables para los usos

descritos pueden ser modificadasa ademés por desialacidn, guanidinacién, -

carbamilacién, amidinaci6n, trinitrofenilacién, acetilacién, succinilacién, nitracién, o
modificacion de residuos de arginina o grupos de carboxilos, entre otros procedimientos.
Alternativamente estas modificaciones pueden hacerse con eritropoyetina nativa o con un
derivado de eritropoyetina, incluida pero no limitada a, la eritropoyetina desiladadea,
guanidinada, carbamilada, emidinada, trinitrofenilada, acetilada y nitradal], antes de su
mutaciébn en las citoquinas recombinantes protectoras de tejidos. A continuaciéon se
describen algunos ejemplos de otras modificaciones de la citoquinas recombinantes
protectoras de tejido. Una persona normalmente versada en la materia entenderia que los
procedimientos descritos a continuacién podrian utilizarse también para modificar

quimicamente la eritropoyetina nativa o sus derivados antes de introducir mutaciones
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para generar citoquinas recombinantes protectoras de tejido.
6.4.1. Desalilacién de la citoquina recombinante protectora de tejido.

Las citoquinas recombinantes protectoras de tejido pueden ser desaliladas mediante
el siguiente procedimiento de muestra. Se obtuvo sialidasa (aislada de Streptococcus sp
6646K) de SEIKAGAKU AMERICA (Cédigo No. 120050). La citoquina recombinante
protectora de tejido se somete a desaliadacién por sialidasa (0,025 U/mg EPO) a 37 °C
durante 3 horas. La mezcla de reacci6n se desaliniza y concentra utilizando un filtro de
centrifugado Ultrafree. Se aplica la muestra a una columna de intercambio de iones del
sistema AKTAprime™. La proteina se eluye con los tamponadores seleccionados, Haga
el andligis de gel IEF de lasfracciones eluidas que contengan una cantidad significativa de
proteina. Agrupe las fracciones que contengansolo las 2 bandas superiores (migrando a pl
~ 8,5 y ~ 7,9 en gel IEF), Determine el contenido de proteina y adicione 1/9 volimenes
por 10 x de solucién salina (1M NaCl, 0,2M de citratro de sodio, 3mM de acido citrico).
Determine el contenido de écido siélico. No se detecta un contenido sidlico importante,

La asialoeritropoyetina fue tan efectiva como la eritropoyetina nativa en las células
neurales /n vitro tal comose muestra en las Figuras 7-8. Las pruebas in-vifro se hicieron
usando células carcinomas embrionarias (P 19) tipo neural, sometidas a apoptosis luego
de retirar ¢! suero. Se agreg6 eritropoyetina o eritropoyetind modificada 24 horas antes de
remover el suero a los cultivos 1-1000 mg/m! Se removié el medio al siguiente dia, las
células se lavaron con un medio no-sérico fresco, y con un medio que contenia la
sustancia de prueba (no sérica) se adicion6 nuevamente a los cultivos por otras 48 horas.
Con el fin de determinar el mimero de células viables se hizo la prueba de reduccién del
tetrazolio (CellTiter 96; Promega, Inc.). Tal como lo muestran las Figuras 7-8 la
asialoeritropoyetina parece tener una potencia igual a de la eritropoyetina previniendo la
muerte celular.

Se confirmé la retencién neuroprotectora de la actividad in vivo usando como
modelo una rata con isquemia focal en la cual la lesidn reversible en el territorio de 1a
arteria media cerebral se hizo tal como se deseribié anteriormente (Brines ef a/., 2000,
Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A97:10526-31). Se administré asialoeritropoyetina o
eritropoyetina (5000 U/kgBW via intraperitoneal) o un vehiculo al comienzo de la
oclusi6n arterial a ratas macho aduitas Sprague-Dawley. Los animales fueron sacrificados
24 horas después y se removieron sus cerebros para estudio. Se cortaron secciones
seriadas, tinturindolas con sales de tetrazolio con el fin de identificar las regiones vivas
del cerebro. Tal como se muestra en la Figura 9, la asialoeritropoyetina es tan eficaz
como la eritropoyetina nativa para proveer neuroproteccién, es decir, reduce el volumen
de infarto a partir de una hora de la isquemia. La Figura 10 presenta los resultados de

otro modelo de isquemia focal en el que se hizo una respuesta de dosis comparativa con
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erittopoyetina y asialoeritropoyetina. A la dosis més baja de 4pgkg de
asialoeritropoyetina alcanzé proteccién mientras que la eritropoyetina no modificada no
lo harfa. El mimero de ratas de cada grupo, n, fue mayor o igual a 4.

Resultados similares se esperarian de la asialo citoquina recombinante protectora
de tejido de la presente invencién.

6.4.2. Carbamilacién de la Citoquina Recombinante Protectora de Tejido.

La citoquina recombinante protectora de tejido puede ser utilizada pare preparar
las moléculas carbamiladas respectivas, de acuerdo con el siguiente procedimiento
descrito en Jin Zeng (1991). Modificacién de lisina con metalotionina por carbamilacién
y guanidinacién. Methods in Enzymology 205: 433-437 Recristalice el cianato de potasio.
Prepare 1M de tamponador de borato (pH 8,8). Mezcle una solucién de citoquina
recombinante protectora de tejido con un volumen igual de tamponador de borato.
Agregue de cianato de potasio directamente al tubo de reaccion a una concentracién final
de 0,5M. Mexcle bien e incube a 37°C durante 6 a 16 horas. Dialice completamente.
Retire el producto del tubo de diAlisis y recoja en un tubo. Mida el volumen y adicione
un 1/9 volumen de solucién salina 10 X (1M NaCl, 0,2M de citrato de sodio, 3 mM de
ficido citrico). Determine el contenido de proteina y calcule la tasa de recuperacion del

producto. Analice los productos utilizando gel IEF seguido por una prueba in vitro con’

células TF-1.
6.4.3. Succinilacién de la Citoquina Recombinante Protectora de Tejido.

La citogquina recombinante protectora de tejido puede utilizarse para preparar las
respectivas moléculas succiniladas, de acuerdo al siguiente procedimiento descrito en
Alcalde ef gl (2001). La succinilacion de ciclo dextrina glicosiltransferasa de
termoanaerobacter sp. 501 mejora su actividad de transferasa usando almidén como

donante. J. Biotechnology 86: 71-80. Se incubd citoquina recombinante protectora de

tejido (100 pg) en 0,5 M de NaHCO3 (pH 8,0) con un exceso molar 15 de anhidrido

succinico a 15°C durante 1 hora. La reaccion se detuvo por diélisis contra agua destilada.

Disuelva anhidrido succfnico en 27 mg/ml de acetona seca. Prepare la reaccién en
un tubo Eppendorf en 10 mM de tamponador de fosfato de sodio (pH 8.0). Adicione al
tubo proteina de citoquina recombinante protectora de tejido y 50 veces anhidrido
succinico molar. Mezcle bien y rote el tubo a 4 °C durante ! hora. Detenga la reaccion
por didlisis contra 10 mM de tamponador de fosfato de sodio, utilizando el casete de
didlisis (Slide-A-Laze 7K., Pierce 66373). Retire el producto del casete de diélisis y
recoja en un tubo. Mida el volumen y adicione un 1/9 volumen de solucién salina 10 X
(IM NaCl, 0,2M de citrato de sodio, 3 mM de &cido citrico). Determine el contenido de
proteina y calcule la tasa de recuperacién del producto. Analice los productos utilizando
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gel IEF seguido por una prueba in vifro con células TF-1
6.4.4. Acetilacién de la Citoquina Recombinante Protectora de Tejido.

La citoquina recombinante protectora de tejido puede ser utilizada para preparer la
respectiva molécula acetilada, de acuerdo con el siguiente procedimiento descrito en
Satake ef al (1990). Chemicalmodification of erythropoietin: an increase in in —vitro
activity by guanidination.. Biochimica et Biopbysica Acta. 1038: 125-129.

Haga la reacci6én en un tubo Eppendorf en 80 mM de tamponador de fosfato de
sodio (pH 7,2). Agregue citoquina recombinante protectora de tejido y un volumen molar
igual de anhidrido acético. Mezcle bien e incube en hielo durante 1 hora. Detenga la
reaccion por didlisis contra agua utilizando el casete de diélisis (Slide-A-Laze 7K, Pierce
66373). Retire el producto del casete de diélisis y recoja en un tubo fresco. Mida el
volumen y adicione 1/9 volumen de solucion salina 10 X (1 M NaCl, 0,2M de citrato de
sodio, 3 mM de écido citrico).

Determine el contenido de proteina y calcule la tasa de recuperacién del producto,
Anaslice los productos utilizando gel IEF seguido por una prueba in vifro con células TF-l

6.4.5. Carboximetilacion de Lisina de la Citoquina Recombinante Protectora
de Tejido,

La citoquina recombinante protectora de tejido puede utilizarse pars preparar las
respectivas moléculas modificadas de N-(carboximetil) lisina (CML) en donde uno o més
residuos de lisil de la citoquina recombinante protectora de tejido puede ser modificado
de acuerdo con el siguiente procedimiento descrito en Akhtar ef al (1999)
Conformational study of N-{carbaximethyl)lysine adducts of recombinant a-crstallins.
Current Eye Research, 18: 270-276.

Prepare 200 mM' de #écido glioxilico y 120 mM de NaBH3CN en de tamponador
de fosfato de sodio (50 mM, pH 7,5). Adicione en un tubo Eppendorf, citoquina
recombinante prote&orn de tejido (en tamponador de fosfato); calcule la lisina
equivalente en Ia solucién (aproximadamente 8 residuos de lisina/mol). Adicione al tubo
3-veces méis de NaBH3CN y 5 o 10-veces més de 4cido glioxilico. Agite cada tubo e
incube a 37 °C durante 5 horas. Dialice las muestras contra tamponador de fosfato en la
noche a 4 °C. Mida la cantidad de cada producto después de la didlisis. Determine la
concentracién de proteina y calcule la proporcidn de recuperacién del producto, Analice

los productos utilizando gel IEF seguido por una prueba in vifro con células TF-1
6.4.6. Ionizacién de la Citoquina Recombinante Protectora de Tejido.

La citoquina recombinante protectora de tejido puede utilizarse para preparar la

respectiva molécula iodinizada de acuerdo con el siguiente procedimiento descrito en
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instruccién proporcionada por Pierce Chemical Company (Rockford, IL) para Tubos de
iodinacion IODO-Gen Pre-Coated (producto # 28601),

Prepare 0,1 M de Nal y haga la iodizacidn en un tubo de iodinacién IODO-Gen
Pre-Costed (Pierce, 28601), con un volumen de reaccién total de 0.1 mltubo en
tamponador de fosfato de sodio (40 mM, pH 7.4). Mezcle el sustrato de protelna
(citoquina recombinante protectora de tejido) con tamponador de fosfato de sodio y
transfiera la mezcla a un tubo de iodinacién IODO-Gen Pre-Coated. Agregue Nal a la
concentracién final de 1-2 mM, produciendo una relacién molar de proteina Nal entre 14-
20. Mezcle bien e incube a temperatura ambiente durante 15 minutos agitando
suavemente. Detenga la reaccion removiendo la mezcla y adicione a un tubo que
contenga 3.9 ml de tamponador de sodio (es decir, una dilucién de 40 veces). Concentre
el producto en un filtro prebumedecido de centrifugado de unidad de centrifugado
Ultrafree. Mida el volumen de concentrado y adicione 1/9 de volumen a soluci6n salina
10 X (IM NaCl, 0,2 M de citrato de sodio, 3 mM de 4cido citrico). Determine la
concentracién de proteina y calcule la tasa de recuperacién del producto. Analice los
productos utilizando gel IEF seguido por una prueba in vifro con células TF-1.

Alternativamente, la citoquina recombinante protectora de tejido puede ser
ionizada mediante el siguiente procedimiento. Se incubé uns parte de Yodo (Pierce,
Rockford, TT) en 100 ul PBS (20mM de fosfato de sodio, 0,15M de NaCl, pH7,5) que
contenia 1mCi libre de Nal251 durante 5 minutos. Se adicionaron a la mezcla 100
microgramos de citoquina recombinante protectora de tejido en 100 p1 PDS. Luego de
diez minutos de incubacion a temperatura ambiente, la reaccién se detuvo removiendo la
solucién de 200 ul del recipiente de reaccién (dejando atris la parte de yodo). Se retird el
exceso de yodo por filtracién de gel en una columna Centricon 10. Tal como se muestra
en la Figura 11, la iodo-erotropoyetina producida de esta manera es eficaz para Ia
proteccién de las células P19 contra retiro del suero. Una persona versada en la materia,
reconoceria resultados similares esperados de la iodinacién en la citoquina recombinante

protectora de tejido encontrada en la presente invencidn.

A continuacion se describe otro método de ionizacion de la citoquina recombinante
protectora de tejido. Se adicionaron 100 microgramos de citoquina recombinante
protectora de tejido en 100 pul PBS a 500 uCi Nal251 y se mezclaron ambos en un tubo
Eppendorf. Se adicionaron 25 microlitros de cloraminas T (2 mg/ml) a la mezcla se
incubd a temperatura ambiente durante | minuto. Se adicionaron S0 microlitros de
tamponador de deteccién de cloramina T (2,4 mg/ml metabisulfito de sodio, 10 mg/ml
tirosina, 10% de glicerol, 0.1 % de xileno) en PBS. La yodotirosina y Ia citoquina
recombinante protectora de tejido ionizada se separaron mediante filtracién de gel en una
columna Centricon 10,
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6.4.7. Biotinilizacién de Ia Citoquina Recombinante Protectora de Tejido.

La citoquina recombinante protectora de tejido puede utilizarse para preparar
moléculas biotinizadas, de acuerdo con el siguiente procedimiento en donde se describe
la instruccién dada por Pierce Chemical Company (Rockford, 11.) por EZ-Link NHS-LC-
Biotina (producto # 21336).

Disuelva EZ-Link NHS-LC-Biotina (Pierce, 21336) en DMSO a 2 mg/ml
inmediatamente antes de la reaccién. Haga Ia reaccién en un tubo de (17 x 100 mm) con
un volumen total de 1 ml con 50 mM de bicarbonato de sodio (pH 8,3). Agregue
citoquina recombinante protectora de tejido y <10% de EZ-Link NHS-LC-Biotina, con
una relacién molar de proteina/biotina a ~ 20. Mezcle bien e incube en hielo durante 2
horas. Desalinice y concentre la reaccion obtenida en una unidad de filtro centrifugado
Ultrafree. Recoja el producto en un tubo. Mida el volumen y agregue 1/9 de volumen de
solucién salina 10 X (IM NaCl, 0,2M de citrato de sodio, 3 mM de écido citrico).
Determine el cotenido de proteina y calcule la tasa de recuperacién del producto. Analice
los productos utilizando gel JEF seguido por una prueba in vitro con células TF-1.

A continuacidn se deseribe el método de biotinilacidén de los grupos aminos libres
de citoquina recombinante protectora de tejido. Se disolvié 0,2 mg D-biotinoil-e-
ficidoaminocapréico N-hidroxisuccinimida éster (Boehringer Mannheim #1418165)en
100 pl de DMSO. Se combiné esta solucién con 400 pl PBS que contenia
aproximadamente 0,2 mg de citoquina recombinante protectora de tejido en un tubo
cubierto con ldmina. Luego de incubarse durante 4 horas a temperatura ambiente, se
separo la biotina sin retlu:cionnr mediante filtracion del gel en una columna de Centricon
10. Tal como se muestra en la Figura 12, esta eritropoyetina biotinilada protege las
células pl19 contra elretiro del suero. Una persona versada en la materia reconoceria
resultados similares esperados de Ia biotinilacién en la citoquina recombinante protectora
de tejido de la presente invencibn.

Recientemente, en “Biotinylated recombinant human erythropoietins: Bioactivity
and Utility as a receptor ligand” por Wojchowski et al. Blood, 1989, 74(3):952-8, los
autores utilizan tres métodos diferentes de biotinilacién de la eritropoyetina. Se adiciona
biotina a: (1) los medios de 4cido sidlico; (2) grupos carboxilatos; y (3) grupos aminos.
Los autores utilizan una prueba de proliferacién de células de bazo de ratones para
realizar la prueba y demostrar que (1) la adicién de la biotina a los medios de écido
sidlico no inactivan la actividad biol6gica de eritropoyetina; (2) la adicién de biotina a
grupos carboxilatos conducen a la inactivacién de la sustancia biolégica de
eritropoyetina; (3) la adicion de biotina a grupos aminos resulta en completa inactivacién
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biolégica de eritropoyetina. Estos métodos y modificaciones se abarcan completamente
en este contexto. La Figura 12 muestra la actividad de eritropoyetina biotinilada y
asialoeritropoyetina en la prueba P19 con inanicién de suero. Una persona versada en la
materia reconoceria esperasr resultados similares de la iodinacién de una citoquina
recombinante protectora de tejido de la presente invencion, ver Seccin 6.15.

65 EJEMPLO 5S5: MODIFICACION DE LA CITOQUINA
RECOMBINANTE PROTECTORA DE TEJIDO POR OTROS
METODOS

6.5.1, Trinitrofenilaciéon

La citoquina recombinante protectora de tejido (100 ug) se modificé con 2,4,6—
trinitrobenzenosulfonato tal como se describe en Plapp ef al (“Activity of bovine

pancreatic deoxyribonuclease A with modified amino groups " 1971, J. Biol. Chem. 246,
939-845).

6.5.2. Modificaciones con arginina

La citoquina recombinante protectora de tejido se modificé con 2,3 butanediona tal
como se describe en Riordan ("Funmctional arginyl residues in carboxipeptidase A.
Modification with butanedione " Riordan JF, Biochemistry 1973, 12(20): 3915-3923).

En otra modificacién en donde los residuos de aminoécidos de eritropoyetina son
modificados, los residuos de arginina se modificaron utilizando fenilglioxal de acuerdo al
protocolo de Takahashi (1977, J. Biochem. 81:395-402) ejecutado para varios periodos de
tiempo entre 0,3 y 3 horas a temperatura ambiente. La reaccién se termind dializando la
mezcla contra agua. El uso de dichas formas modificadas de eritropoyetina se abarcan
totalmente en esta invencién. La eritropoyetina modificade con fenilglioxal se probd
utilizando la prueba de células P19 del tipo neural mencionada anteriormente. Tal como
lo muestra la Figura 13, esta eritropoyetina modificada quimicamente conserva
totalmente sus efectos neuroprotectores. Resultados similares forman una .citoquina

recombinante protectora de tejido de la invencién modificada en forma similar.

La citoquina recombinante protectora de tejido se modificd con ciclohexanona
seglin Patthy et al ("Identification of functional arginineresidues in ribonuclease A and
Lyzozyme " Patthy, L, Smith EL, J. Biol. Chem 1975 250(2): 565-9).

Una citoquina recombinante protectora de tejido modificada con fenilglioxal tal
como lo describe Werber ef al. ("Proceedings: Carboxypeptidase B: modification of

Junctional arginyl residues " Werber, MM, Sokolovsky M Isr J Med Sci 1975 11(11):
1169-70).

6.5.3. Modificaciones con tirosina
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La citoguina recombinante protectora de tejido (100 pg) se incubé con
tetranitrometano segin se describid previamente en Nestler ef al "Stimulation of rat
ovarian cell steroidogenesis by high density lipoproteins modified with tetranitromethane
" Nestler JE, Chacko GK, Strauss JF 3rd. J Biol Chem 1985 Jun 25;260(12):7316-21).

6.5.4, Modificaciones del dcido glutdimico (icido aspdrtico)

Con el fin de modificar grupos carboxilo, la citoquina recombinante protectora de
tejido (100 pg) se incubd con con 0.02 MEDC en IM de glicinamida con pH 4,5 a
tempeiatura ambiente durante 60 minutos tal como se describe en Carraway ef a/
"Carboxyl group medification in chyumotrypsin and chymotripsinogen" Carraway KL,
Spoerl P, Kosbland DE Jr. J Mol Biol 1969 Mayo 28;42(1):133-7.

6.5.5. Modificaciones de residuos de triptofano

Se incubd la citoquina recombinante protectora de tejido (100 pg) con 20 uM n-
bromosuccinimida en el 20 mM de tamponador de fosfato de potasio (pH 6,5) a
temperatura ambiente tal como se describe en Ali ef al, J Biol Chem. 1995 Marzo
3;270(9):4570-4. El mimero de residuos de triptofano oxidados se determind mediante el
método descrito en Korotchkina (Korotchkina, LG et al Protein Expr Purif. 1995
Feb;6(1):79-90).

6.5.6. Remoacion de grupos amino

Con el fin de remover los grupos amino de las citoquinas recombinantes
protectoras de tejido se incubaron 100 ug con PBS (pH 7,4) en 20mM de ninhidrina
(Pierce Chemical, Rockfard, TI), a 37 °C durante dos horas tal como se describe en
Kokkini ez al (Kokkini, G., et al "Modification of hemoglobin by ninhydrin” Blood, Vol.
556, No 4 1980: 701-705). La reducci6tn del aldehido resultante se hizo reaccionando el
producto con borohidruro sédico o hidruro de aluminio de litio. Especificamente, la
eritropoyetina (100 ug) se incubd con 0,1 M de borohidruro sédico en PBS durante 30

minutos a temperatura ambiente, La reduccién se terminé enfriando las muestras en hielo _

durante 10 minutos y dializindolas contra PBS tres veces en la noche, (Kokkini, G.,
Blood, Vol. 556, No 4 1980: 701-705). La reducci6n se hizo utilizando hidruro de litio
de aluminio incubando la citoquina recombinante protectora de tejido (100 ug) con 0,1 M
de hidruro de aluminio -de litio en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente. La
reduccion se termind enfriando las muestras en hielo durante 10 minutos y dializindolas

contra PBS tres veces en la noche.
6.5.7. Reduccién y estabilizacién del disulfuro

La citoquina recombinante protectora de tejido (100 ug) se incubd con 500 mM
DTT durante 15 minutos a 60 °C. Se agregé a la mezcla 20 mM de yodo acetamida en

agua y se incub6 durante 25 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad.
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6.5.8. Proteolisis Limitada

La citoquina recombinante protectora de tejido puede someterse a una proteolisis
quimica limitada que identifique los residuos blancos especificos. La citoquina
recombinante protectora de tejido puede reaccionar con 2-(2-nitrofenilo sulfenilo)-3-
metil-3*-bromoindolenina que se separa especificamente luego de que quedan residuos de
triptofano en un exceso de 50 veces més en cido acético al 50% durante 48 horas en la
oscuridad a temperatura ambiente, almacenadas en tubos tapados bajo presién de
nitrdgeno. La reaccion se termind extinguiéndola con triptofano y desalinizéndola.

Tal como se anof6 anteriormente, una citoquina recombinante protectora de tejido
puede modificarse aunque se pueden hacer miltiples modiﬁéacionies asi como
modificaciones adicionales de la molécula citoquina recombinante protectora de tejido
también pueden hacerse sin desviar el espiritu de la presente invencion.

66, EJEMPLO 6: LAS CITOQUINAS RECOMBINANTES
PROTECTORAS DE TEJIDO TIENEN UN EFECTO
NEUROPROTECTOR

El efecto neuroprotector de la eritropoyetina modificada quimicamente se evalud
utilizando una prueba de intoxicacién con agua de acuerdo con Manley ef al,, 2000, la
eliminacién de aquapc_:'rin-4 en ratones, reduce el edema cerebral luego de una
intoxicacion aguda con.agua y un ataque isquémico, Nat Med 2000 Feb;6(2): 159-63. Se
utilizeron ratones hembra C3IH/HEN. A los ratones se les administrd 20% de su peso
corporal como aua IP con 400 ng/kg bw DDAVP (desmopresina). Se les administrd
eritropoyetina  (A) oi:‘ ¢itoquina protectora de tejido: asialoeritropoyetina (B),
asialoeritropoyetina  carbamileda (C); asialoeritropoyetina  succinilada (D),
asialoeritropoyetina  acetilatada  (E), asia.loeﬁtmpoyeﬁm ionizada  (F);
asialoeritropoyetina carboximetilada (G); eritropoyetina carbamilada (H); eritropoyetina
acetilada (I); eitropoyetina iodinizada; (1) o N°-carboxi metil eritropoyetina (K). A los
ratones se les suministr6 100 microgramos’kg de eritropoyetina o eritropoyetina
modificada quimicamente via intraperitoneal 24 horas antes de la administracién de agua
y nuevamente cuando se les administr agua. Se utiliz6 una escala modificada de Manley

et al. para evaluar los ratones. La siguiente es la escala modificada:

Explora jaula/mesa
Si 0
No 1

Rastrea visualmente los objetos

Si 0
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No 1
Movimiento rapido

Presente 0

Ausente 1

Movimientos de la cola y la pata

Normal 0
Rigido . 1
Paralizado 2

Retiro del dolor (pinchazo en el dedo de la pata)

Si 0
No 1
Coordinacién de movimiento
" Normal 0
Anormal 1
Se detiene en la esquina de la mesa e
Si 0
No 1

Total puntos. posibles: 8

Los ratones se evaluaron en los siguientes puntos de tiempo: 15, 30, 45, 60, 75,
90, 120, 150 y 180 minutos. La Figura 14 marca el comportamiento de los ratones que
recibieron eritropoyeting o la eritropoyetina modificada quimicamente como porcentaje
del déficit neuronal experimentado por los ratones de control. La Figura 14 muestra que

las citoquinas recombinantes protectoras de tejido protegen a los ratones contra traumas

neurolégicos inducidos por la intoxicacién con agua. Resultados similares se esperarian
de citoquinas recombinantes protectoras de tejido con modificaciones quimicas similares.
También se determind un resultado estadistico importante. Los regimenes de
administracién con diferencias importantes, p< 0.05 en comparacion con los controles se
indican con *, mientras que aquellos con diferencias considerablemente més altas, p< 0.0
I, se indican con **.

EJEMPLO 7. MANTENIMIENTO DE LA FUNCION DEL CORAZON QUE
SE PREPARA PARA EL TRANSPLANTE,
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Se suministré eritropoyetina (5000 U/kg peso corporal) o un vehiculo a ratones
Wistar machos que pesaban entre 300 y 330 g, 24 horas antes de retirar el corazén para
estudios ex vivo, todo esto conforme al protocolo de Delcayre et al., 1992, AMER J.
Physiol. 263:H1537-45 Los animales fueron sacrificados con pentobarbital (0,3 mL) y
heparinizados intravenosamente (0,2 mL). Se dej6é equilibrar el corazén durante 15
minutos. El bal6én ventricular izquierdo se infl6 hasta el volumen que da una presion
diastélica de 8mm Hg. Se construy6 una curva presién-volumen ventricular izquierda,
mediante inflacién incremental del volumen del balén en 0,02 ml alicuotas. El volumen
cero se define como el punto en el cual la presion de diastélica final ventricular izquierda
es cero. Cuando se termina la curva presién-volumen, el balén ventricular izquierdo se
desinfla para ajustar nuevamente la presién diastSlica final 8 8mmHg y el periodo de
control continGa por 15 min., después de verificar el flujo coronario. Posteriormente, el
corazbn es detenido con 50mL de Celsior + molécula para dejarlo reposar a 4°C bajo
presién de 60cm de Hz0. Luego, el corazdn se retira y se almacena durante 5 horas a 4°C
en un recipiente pldstico llenado con la misma solucién yrodeado de hielo triturado.

Al témmino del almacenamiento, el corazén es transferido a un aparato
Langendorff. El catéter del baldn se reinserta dentro del ventriculo izquierdo y se vuelve
2 inflar al mismo volumen que tenia durante el periodo preisquémico. El corazdn se
vuelve a perfusar por lo menos 2 horas a 37°C. La presibﬁ‘de reperfusidn se selecciona a
50cm de HaO durante 15 min. de reflujo y se regresa a 100 cm de HiQ por las
siguientes 2 horas. Se restituye el ritmo (320 pulsaciones por minutc). Las medidas
isovolumétricas de indices contrictiles y presién diastélica se toman tres veces a 25, 45,
60, 120 minutos siguientes a la reperfusién. En este momento se hacen las curvas
presién-volumen y se recoge el efluente coronario durante la reperfusién de 45 mn para
medir la fuga de [a quinasa de creatinina. Los dos grupos de tratamiento se comparan
empleando una prueba t-no pareada y una regresién lineal utilizando los datos de Ia

presion diastélica final para disefiar las curvas de cumplimiento. Tal como se muestra en

la Figura 15, se presenta una mejora considerable de la presién del ventriculo izquierdo

después del tratamiento con eritropoyetina, asi como también se mejoré el volumen
de 1a curva presidn-volumen, disminuyendo la presién ventricular diastélica izquierda y
disminuyendo la fuga de la quinasa de creatinina. Resultados similares se esperarian con

las citoquinas recombinantes protectoras de tejido de la presente invenci6n,

6.8 EJEMPLO 8: ERITROPOYETINA PROTEGE EL MIOCARDIO
CONTRA DANOS ISQUEMICOS

Se suministré a ratones adultos eritropoyetina humana recombinante (5000 U/kg

peso corporal) y 24 horas antes fueron anestesiados y preparados para oclusién de la
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arteria coronaria. Una dosis adicional de eritropoyetina se les di6 al inicio del
procedimiento y la arteria coronaria principal izquierda se ocluyé durante 30 minutos y
luego se solt6. La misma dosis de eritropoyetina es suministrada diariamente durante una
semana después del tratamiento. Luego se estudia la funcién cardiaca de los animales. Tal
como lo ilustra la Figura 16, los animales que recibieron una inyeccién simulada (salina)
demostraron gran aumento en la presién diastdlica izquierda final indicativa de un
corazbén rigido dilatado secundario a un infarto del miocardio. Por el contrario, los
animales que recibieron eritropoyetina no sufrieron una disminucién de la funcién
cardiaca comparados con aquellos controlados con inyecciones simuladas (una diferencia
significativa al nivel p> 0,01). Resultados similares se esperarlan.del tratamiento con

citoquinas recombinantes protectoras de tejido de la presente invencidn.

69 EJEMPLO 9: PROTECCION DE ISQUEMIA RETINAL POR
ADMINISTRACION PERIFERICA DE ERITROPOYETINA

Las células de la retina son muy sensibles a isquemia por lo que muchas de estas
mueren después de 30 minutos de estrés isquémico. Ademas, la isquemia subcuténea o
cronica es la base del deterioro de la visién que acompafia un mimero de enfermedades
humanas comunes tales como diabetes mellitus, glaucoma y degeneracién macular.
Actualmente no existen terapias efectivas que protejan las células contra isquemia. Existe

una barrera endotelial apretada entre la sangre y la retina que excluye la mayoria de

moléculas grandes. Para probar si una eritropoyetina administrada periféricamente.

protege las células sensibles a isquemia se utiliz un modelo de rata con glaucoma aguda
reversible tal como lo describe Rosenbaum et al. (1997, Vis. Res. 37:3443-51).
Especificamente, se inyectd sustancia salina en la cAmara anterior del ojo de ratones
aduitos a una presién por encima de la presion arterial sistémica y se mantuvo durante 60
minutos. A los animales se les administrd sustancia salina a 5000 U de
eritropoyetina/peso corporal por via intraperitonal 24 horas antes de la induccién de la
isquemia y se continud con dosis diarias durante 3 dias mas. Se hizo una
electrorretinografia en los ratones adaptados a [a oscuridad una semana después del
tratamiento. Las Figuras 17-18 ilustran que la administracién de la eritropoyetina' estd
asociada con la buena preservacién del electrorretinograma (ERG) (Figura 17 Panel D)
en contraste con los animales tratados solo con la sustancia salina (Figura 17 Panel C),

para los cuales solo permanecio una funcién muy pequefia. La Figura 18 compara las

amplitudes de onda a- y b- del electromretinograma luego de 60 minutos de isquemia para -

los grupostratados con salina y muestra que se obtuvo una proteccion considerable por
eritropoyetina. Resultados similares se obtuvieron por el tratamiento con las citoquinas
recombinantes protectoras de tejido de la presente invencién.
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610 EJEMPLO 10: EFECTOS RESTAURADORES DE LA
ERITROPOYETINA EN UNA FUNCION COGNITIVA
DISMINUIDA QUE SURGE POR DANOS CEREBRALES.

En un estudio para demostrar la capacidad que tiene la eritropoyetina para
restaurar la funcion cognitiva disminuida en ratones luegode suffir trauma cerebral, se
sometieron ratones Balb/c a trauma cerebral contundente tal como lo describe Brines et
al., PNAS 2000,97; 10295-10672 y cinco dias después, se inicid la administracién diaria
de 5000U/kg-bw de eritropoyetina via intraperitoneal. Doce dias después de la lesion se
les probd su funcién cognocitiva en el laberinto de agua Morris, con cuatro pruebas
diarias. Si bien el desempefio de los animales tratados y no tratados fue deficiente en las
pruebas (con tiempos de nado de 80 segundos de los posibles 90), 1a Figura 19 muestra
los resuitados de 1a pruebe Morris, con cada grupo de ratones n=16, luego de trauma
cerebral contundente con administracién de EPO comenzando el dia 5 posterior a Ia
lesién. La primera prueba comenz6 una semana después de comenzar la dosis con EPO
(12 dias después de lalesidin). Ambos grupos de animales tuvieron tiempos de nado
deficientes de aproximaldamente 80 de los 90 segundos posibles. Los animales tratados
con eritropoyetina se desempefiaron mejor (en esta presentacion un valor negativo es
mejor). Se utilizd un promedio de 4 pruebas por dia. La Figura 19 lo muestra. Incluso si
se retrasa el tratamiento con eritropoyetina hasta 30 dias Jespués del trauma (Figura 20)
también se puede observar que se restaura la funcién cognocitiva. En la Figura 20, cada
grupo de ratones n=7 fue tratado con 5.000 U/kg de Epo disrinmente, excepto los fines de
semana comenzando un mes signiente a 1a lesién. Los promedios de las pruebas también
fueron de cuatro pruebas diarias. Se esperarfan resultados similares del tratamiento con

citoquinas recombinante protectora de tejido de la presente invencién.

6.11 EJEMPLO 11: MODELO KAINATE,

En el modelo de neuroxicidad kainate se administré asialoeritropoyetina de
ecuerdo con el protocolo de Brines et. al. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 2000, 97; 10295-
10672 a una dosis de 5.000 U/kg-bw administrada intraperitonealmente 24 horas antes de
la administracién de 25 mg/kg Kainate, se muestra que es tan efectivo como la
eritropoyetina tal como se muestra en el momento de la muerte (Figura 21). Se esperan
obtener resultados similares del tratamiento realizado con la citoquina protectora de tejido
de 1a presente invencion.

6.12. MODELOS DK LESIONES DE LA MEDULA ESPINAL

6.12.1. Compresion de la médula espinal mediante prueba con eritropoyetina
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y citoquinas protectoras de tejido.

En este estudio se utilizaron ratas Wistar (hembras) con un peso entre 180
y 300g. Los animales ayunaron durante 12 horas antes de la cirugia, se controlaron y se
anestesiaron con una inyeccién intraperitoneal de sodio triopental (40 mglkg-bw). Luego
de la infiltracién en la piel (bupivacaina 0,25%), se hizo laminectomfa de.un solo nivel
completo (T-3) a través de una incisién de 2 cm con la ayuda de un microscopio de
diseccién. La lesién traumética de la médula espinal se indujo mediante laaplicacién
extradural de un clip de aneurisma temporal que ejercia una fuerza de cierre newton de
0,6 (65 gramos) en la médula espinal durante a minuto. Después de retirar el clip, se
cerrd la incisién de la piel y los animales se dejaron en recuperar totalmente de la
anestesia y se regresaron a las jaulas, Se monitored continuamente la palpitacién de la
vejiga de las ratas al menos dos veces diarias hasta que se reasumié la evacuacién
esponténea.

Se dividieron al azar cuarenta animales en cinco grupos. Los animales que estaban
en ¢l grupo de control (I) (n= 8) recibieron solucién salina normal (via inyeccién
intravenosa) inmediatamente después de que se cerrd la incisién. El grupo (II, n= 8)
recibi6 rbEPO al6 microgramos/kg-bw iv; el grupo (llI) recibid citoquina protectora de

tejido asiano de la presente invencién (asialoaitmpoyeting.) a 16 microgramis/kg-bw iv,
el grupo (IV) recibi6 citoquina protectora asialo a 30 mi&ogrnmosfkg—bw iv, y el grupo
(V) recibié citoquine protectora asialo de la presente invencién (asieloeritropoyetina) a
30 microgramoa’kg-bw; todo como una inyeccibn intravenosa de bolo inmediatamente
después de retirar el clip' del aneurisma.

La funcién neurol6gica motora de las ratas se evaluard con una escala de
clasificacién locomotora de Basso ef al. En esta escala,a los animales se le asigna un
rango de 0 (no se observan movimientos del miembro posterior) a 21 (paso normal). Se
les pruea alas ratas sus deficiencias funcionales a 1, 12, 24, 48, Iy 72 horas y luego lnego
una semana después de lesién por el mismo examinador quien es ciego al tratamiento que
cada animal recibe. |

La Figura 22 es una grifica que muestra las clasificaciones locomotoras delas
ratas que se estin recuperando de un trauma de 1a médula espinal durante un periodo de
30 dias. Tal como se puede observar en la grifica, las ratas que recibieron eritropoyetina
(grupo II) o citoquinas protectoras de tejido (grupos III-V) se recuperaron de la lesibn
més ripidamente y demostraron una mejor recuperacién general de lalesién que las ratas
bajo control. Se es;;ernrian resultados similares del tratamiento terapéutico con
citoquinas recombinantes protectoras de tejido de la presente invei;cién.

En un segundo estudio relacionado, los animales fueron lesionados de la misma

110



manera. Se escogieron al azar 40 animales y se dividieron en tres grupos. Los animales
en el grupo de control (o= 8) recibieron solucién salina normal (via inyeccidn
intravenose) inmediatamente después de cerrar la incisiéon. El segundo 'grupo (n= 8)
recibié metil-prednisolona a 30 mg/kg/dia x 3 y luego cada dos semanas, una medida
terapéutica comin para lesiones de la médula espinal; el tercer grupo recibié la citoquina
recombinante protectora de tejido, SI00E de la presente invencién a una dosis de 100
ug/kg inmediatamente después de la lesidn; todo como una inyeccién intravenosa de bolo
inmediatamente después de retirar el clip del aneurisma.

La funcién neurolégica motora de las ratas se evaluard 1a escala de clasificacién
locomotora de Basso ef al En esta escala, a los animalesse les asigna un rango de 0 (no
se observan movimientos de los miembros posteriores) a 21 (paso normal). Se analiza a
las matas sus deficiencias funcionales luego de 1, 12, 24, 48, y 72 horas y luego una
semana ;'lespués de lesién por el mismo examinador quien es ciego al tratamiento que
cada animal recibe.

La Figura 37 es una grifica que muestra las clasificaciones locomotoras de las
ratas que se recuperan de trauma en la columna vertebral durante un periodo de 42 dias.
Como puede observaraé, a las ratas que se les administré S100E se recuperaron de la
lesién mis ripidamente y demostraron una mejor recuperacién general de la lesion que
las ratas de control y las ratas administradas.

6.12.2. Isquemias de médula espinal en conejos, probando eritropoyetina y
una citoquina protectora del tejido. )

En este estudio se utilizaron 36 conejos blancos New Zealand (8-12 meses de
edad, machos) con un peso entres 1,5-2,5 Kg. Los animales fueron sometidos & un ayuno
de 12 horas y fueron controlados. La induccién de anestesia se aplicé con halotano al
3% en oxigeno al 100% y se mantuvo halotano al 0,5 - 1,5 % enuna mécla de 50% de
oxigeno y 50% de aire. Se coloco un catéter intravenoso (calibre 22) en la vena de Ia
oreja izquierda. Se infundi6 lactato Ringers a una tasa de 4 m1/kg del peso corporal (bw) ,
por hora durante el procedimiento quirGrgico. Antes de la operacién se lles administrd
cefazolina 10 mg/kg-bw por via intravenosa para la profilaxis de la infeccioén. Los
animales se colocaron en posicién dectibito lateral derecho, se prepafé la piel con yodo-
povidona, se infiltraron con bupivacaina (0,25%) y se les hizo una incisién en la piel del
costado paralelo a la médula al nivel de la 12*. costilla. Después de Ia incisién de la piel
y de ]a fasia toracolumbar subcuténea, se retractaron los misculos longissimus lumborum
y iliocostalis Iumborum. La aorta abdominal se expuso por medio de un acercamiento
retroperitoneal izquierdo y se movilizd justo en la parte inferior de la arteria renal
izquierda. Se asegur6 una pieza de tubo PE-60 alrededorde la aorta inmediatamente distal
a la arteria renal izquierda y los dos extremos pasaron a través de un tubo de litex. Al
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halar ef tubo PE la aorta se ocluy$ no trauméticamente durante 20 minutos. Se administrd
Heparina (400 TU) como bolo intravenoso antes de la oclusién abrtica. Luego de 20
minutos de la oclusidn se retird el tubo y el catéter, se cerrd la incisién y se monitorearon
los animales hasta su total recuperacién y luego fueron evaluados por series en cuanto a
su funcién neuroldgica.

Se escogieron al azar 36 animales y se dividieron en seis grupos. En el gruipo de
contro, (I) (o= 6) losanimales recibieron solucién salina normal via inyeccién intravenosa
inmediatamente después de liberar la oclusién adrtica. El grupo (II) recibié rhEPO a 6,5
mg/kg/bw; el grupo (UII) recibid citoquina protectora de tejido (eritropoyetina
carbamilada) a 6,5 ug/kg/bw, el grupo (iv) recibié otra citoquina protectora de tejido
(asialoeratoproyetina) a 6,5 ug/kg/bw, el grupo (v) recibid 1a misma citoquina protectora
de tejido que la del grupo iv, pero a 20 ug/kg/bw; y el grupo (vi) aln otra citoquina
protectora de tejido (asialocarbamilato de eritroproyetina) a 20 ug/kg/bw, todas
intravenosas inmediatamente después de reperfusion (n=6 para cada grupo).

La funcién motora se evalu6 segfin el criterio de Drummond y Moore pormedio de
un investigador ciego al tratamiento luego de 1, 24 y 48 de la reperfusiéon. Se asign6 un
puntaje de 0 a 4 a cada animal asi: 0 = parapléjico sin funcién motora evidente en la
extremidad posterior; 1 = funcién motora deficiente de las extremidades posteriores, solo
un leve movimiento antigravedad; 2 = funcién moderadade las extremidades posteriores
con buena fuerza antigravedad pero incapacidad para sostener las patas con el cuerpo; 3 =
excelente funcién motora con capacidad de arrastrar lag patas bajo el cuerpo y saltar, pero
no normalmente; 4 = fincién motora normal. La vejiga urinaria se evacub normalmente

en animales parapléjicos dos veces al dia.

La Figura 23 es una grifica que indica la funcién motora de los conejos en
recuperacién. La grafica demuestra que incluso en un periodo de solo dos dias de
administracién de eritropoyetina y de la citoquina protectora de tejido de la presente
invencién permite a los conejos recuperarse totalmente de una lesién de la médula
espinal. Se esperarian resultados similares del tratamiento terapéutico con citoquina
recombinante protectora de tejido de la presente invencién.

6.13. EJEMPLO 13: EFECTOS ANTIINFLAMATORIOS DE LA
ERITROPOYETINA

ID-Estudios in-vivo:

MCAO en Ratas
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Se obtuvieron ratas macho Cr1:CD(SD)BR con peso entre 250-280 g de Charles
River, Calco, Italy. La cirugia se hizo en estas ratas de acuerdo con las ensefianzas de
Brines, M.L, Ghezzi, P., Keenan, S., Agnello, D., de Lanerolle, N.C., Cerami, C., Itri,
LM., y Cerami, A. La eritropoyetina 2000 cruza la barrera cerebral sanguinee para
proteccién contra lesiones cerebrales experimentales, Proc Natl Acad Sci USA 97:
10526-10531. En resumen, las ratas se anestesiaron con hidrato cloral (400 mglkg-'bw,
intraperitonealmente (i.p.)), se visualizaron las arterias carétidas y se ocluyd la vena
carétida derecha con un corte y dos suturas. Un orificio enel 16bulo adyacente y rostral a
la 6rbita derecha permiti6 la visualizacién de MCA, la cual se cauterizé distal a la arteria
nasal. Para producir una penumbra (zona de borde) que rodea la lesion MCA fija, se
ocluyd la arteria carétida contralateral durante 1 hora utilizando traccién con la ayuda de
un forceps fino y luego se reabri6, Inmediatamente despilés de MCAO se administré PBS
o, thEPO (5,000 U/kg-bw, intraperitonealmente (i.p.) que anterionnent; demostrd ser
protectora de este modelo (1)). Cuando se indicé, se cuantificd TNF y IL-6 en
homogenatos de la corteza cerebral tal como se describe antes (8). Se midié MCP-1 en
los homogenatos utilizando un kit ELISA comercial (biosource, Camerillo, CA).

Veinticuatro horas después de MCAOQ, las ratas se anestesiaron tal como se
describié anteriormente y se perfusaron transcardialmente con 100 ml de solucién salina
seguido por 250 m! de una solucién de paraformaldehido ;i 4% tamponada en fosfato de
sodio. Se retiraron los cerebros répidamente, se fijaron en la solucién de
paraformaldehido al 4% tamponada en fosfato de sodio durante dos horas, se transfirieron
a una solucién sucrosa'al 20% en PBS en la noche, luego en solucion sucrosa al 30%
basta que se sumergieron y se congelaron en 2-metilbutano a 45 °C. Se cortaron
secciones de (30 um) en un criostato (HM 500 OM, Microm) a -20 °C en un plano
trasversal a través del cerebro y cada quintos de seccién se seleccionaron para
histoquimica contra diferentes antigenos, o manchados con hematoxilina-eosina. Las
secciones libres flotantes se procesaron en cuanto a inmmunorreactivitidad, ambas con
anticuerpo monoclonado de ratén de proteina de &cido fibrilar anti-glial (GFAP) para
(1:250, Boehringher Mannheim, Monza, [talia) y con anticuerpo monoclonado de ratén
anti-cd11b (MRC OX 42) (1:50, Serotec, UK), de acuerdo con los protocolos descritos
por Houser ef al. y el protocolo del fabricante respectivamente. Todas las secciones
fueron montadas para microscopia luminosa en salina sobre léminas recubiertas,
deshidratadas con alcoholes graduados, fijados en xileno y sobrecubiertos utilizando un
montaje DPX (BDH, Poole, UK). Secciones adyacentes fueron manchadas con
hematoxilina-eosina tal como se describié anteriormente. (10).

La Figura 24 muestra una seccion coronal dela capa cortical cerebralmanchada
con hematoxilina y eosina. Rata de control (A), rata isquémica tratada con PBS (B), rata
isquémica tratada con rhEPO (5,000 Ulkg-bw, intraperitonealmente (i.p.), seguido
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inmediatamente por MCAOQ) (C). La seccién B muestra una disminucién marcada en el
tejido manchado consistente en una inflamacién acompafiada por pérdida del componente
neuronal en comparacién con las ratas de control (A). La administracién sistémica de
rhEPO reduce considerablemente el dafio isquémico localizando la muerte celular o
lesion en un érea restringida (C).

(Ampliaciém 2,5x. tamafio bar = 800 pm.)

La Figura 25 muestra las secciones coronales de la corteza frontal adyacente a la
regién del infarto manchada con anticuerpos GFAP. Rata de control (A), rata isquiémica
tratada con PBS (B) y rata isquémica tratada con thEPO (C). Los astrocitos activados
son visualizados mediante sus procesos positivos APGF (panel B). Se nota una marcada
reduccidbn en el nimero asf como en la intensidad de manchado en un animal
representativo tratado con thEPO (Panel C). (Ampliacién 10x. tamafio bar =200 pm.)

La Figura 26 muestra secciones coronales dela capa cortical cerebral manchada
con el anticuerpo OX-42. Rata isquémica tratada conPBS (A), y rata isquémica tratada
con thEPO (B). En el hemisferio cerebral isquémico el manchado celular es
especialmente prominente alrededordel tejido infartado enambos grupos de tratamiento,
peroes mucho més denso y seextiende mésen elgrupo tratado con solucién salina.
(Ampliacién 20x; tamafio bar = 100 pm). A

La Figura 27 muestra secciones coronales de la capa cortical cerebral adyacente a
la regidén del infarto, manchada con el anticuerpo OX-42. Se observa una densidad
mucho mayor de células inflamatorias mononucleares en el tejido de unarata isquémica
tratada con PBS (A), en comparacidn con unaa rata isquémica tratada con thEPO (B).
Los leucocitos infiltrados con una forma tipica redonda, ampliaron potencialmente el
volumen del infarto. (Ampliacién 10x; tamafio bar = 200 pm)

Se esperarian resuitados similares en tratamientos terapéuticos con citoquina
recombinante protectora de tejido de la presente invencion.

Encéfalomielitis alérpica experimental aguda en ratas Lewis

Se compraron ratas hembra Lewis de 6 a 8 semanas a Charles River (Calco, Italy).
Se indujo EAE en las ratas inyectando 50 ug MBP de cerditos de guinea (Sigma, St.
Louis, MO) emulsificado en agua en volimenes iguales para completar el adyuvante
Freund (CFA, Sigma), adicionado con 7 mg/ml de tuberculosis M.matada al calor H37Ra
(Difco, Detroit, MI) en un volumen final de 100 p bajo anestesia en éter leve enambos
miemros posteriores. 1. Las ratas fueron examinadas en un estudio ciego en cuanto a
sefiales EAE y el puntaje se marcd asi: 0, sin enfermedad; 1, cola flicida; 2, ataxia; 3,
pardlisis completa del miembro posterior con incontinencia urinaria. Después de 3 dias
de haber iniciado la inmunizacién, a las ratas se les administré r-Hu-EPO (EPOyetina
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alfs, Procrit, Ortho Biotech, Raritan, NJ) intraperitonealmente (i.p.), una vez al dia a la
dosis indicada, en PBS. Puesto que la Epo grado clinico contenia albimina de suero
humana, a los animales bajo control siempre sc les suministr6 PBS que cotenia una
" cantidad idéntica a la albimina de suero humana. La administracién diaria de 5,000 U/kg-
bw de EPO aumentd los hematocritos en un 30%. Cuando se indicd, las ratas fueron
inyectadas subcutineamente (s.c.) una vez al dia desde el dia 3 hasta el dia 18 con 1,3
mg/kg-bw de dexametasona (DEX), sal disédica de fosfato (Sigma) correspondiente a 1
mg/kg-bw de DEX, disuelta en PBS. Cuando se indicd, TNF y IL-6 se cuantificaron en
homogenatos en el cerebro y en la médula espinal tal como se describi® previamente
[Agnello, 2000 #10].

La Figura 28 muestra el efecto protector en los signos clinicos de EAE de las
diferentes dosis de EPO suministradas a partir del dia tercero siguiente a la inmunizacién
con MBP hasta el dia 18. EPO en dosis dependiente retrasé la aparicién de la enfermedad
y redujo la severidad de la misma, tal como se resume en la Tabla 1, pero no tardé mucho
tiempo en presentarse la severidad. Tal como se muestra en esta tabla, las dosisde EPO
de 2,500 y 5,000 U/kg-bw redujeron significativamente el promedio del puntaje
.acumuludo.

En experimentos donde se descontinué el tratamiento con EPO luego de retroceder
la enfermedad se monitorearonlas ratas hasra pordo meses, no se observd recaida, al
contrario de DEX, que induce una exacerbacién de la enfermedad luego de suspender su
administracién (Figura 29). Se esperarfan resultados similares con el tratamiento
terapéutico con citoquina recombinante protectora de tejido de l1a presente invencién,

Estudios In Vitro:
Se preparaton cultivos primarios de células gliales en ratas Sprague-Dawley de 1 y

2 dias. Los hemisferios cerebrales fueron liberados de las meninges y seinterrumpieron
enforma mechnica. Las células se dispersaron en una solucién de tripsina al 2.5% y

ADNasa al 1%, se filtraron a través de una malla de 100 pm y selaminaron (140,000 -

células por plato de 35 mm) en un medio esencial minimo Eagle suplementado con 10%
de suero bovino fetal, 0,6% glucosa, estreptomicina (0,1 mg/ml) y penicilina (100 Ul/ml).
Los cultivos glial se alimentaron dos veces por semana y cultivaron a 37 °C en una
incubadora humedecida con CO, al 5%. Todos los experimentos se hicieron en cultivos
de células glial de 2 a 3 semanas con 97% de astrocitos y 3% de microglia, segin lo
evaluado por la inmunoqﬁimica de GFAP e isolectina simplicifolia B4 Griffonia. Se
establecieron cultivos neuronales del hipocampo de fetos de ratas de 18 dias. Se
removieron los cerebros y se liberaron de las meninges y se aislé el hipocampo. Las
células se dispersaron mediante incubacién durante 15 a 20 minutos a 37 °C en solucion

de tripeina al 2,5%, seguida por titulacién. La suspension celular se diluyd en el medio
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utilizado para células gliales y se lamind en cubiertas revestidas con poliomitinaa una
densidad de 160,000 células por cubierta. Un dia después de la incubacién, se pasaron a
platos que contenian una monocapa glialen medio de mantenimiento de neuronas. (medio
Eagle modificado de Dubecco y mezcla de nutriente Ham F12 suplementada con Spg/mi,
100 pg/ml transferina, 100 pg/m1 putrescina, 30 nM Na selenita, 20 nM progesterona y
100 U/ml penicilina) suplementado con 5 pM de citosina arabinosida. Las cubiertas se
invirtieron de modo que las neuronas del hipocampo quedaran frente a la monocapa glial.
Puntos de parafina adheﬁdos a las cubiertas las soportaban porencimadelglial, creando un
espacio estrecho evitando contacto de los dostipos de células, pero permitiendo la
difusion de otras sustancias solubles. Estas condiciones de cultivo permitieron el
crecimiento de cultivos neurales diferenciados con >98 % de homogeneidad, segiin lo
evaluado por medio de imﬁmnoqulmic.a de proteina 2 asociada con microtibulos GFAP.
Las células fueron tratadas durante 24 horas con 1 pM de estafio de trimetilo '(TMT), en
presencia o ausencia de thEPO (10 U/m1), los sobrenadantes utilizados en la prueba TNF
y la viabilidad celular se evaluaron tal como se describe a continuacién. Cuando se
indicd, las células gliales se cultivaron en presencia de LPS durante 24 horas con o sin
thEPO y se midi0 TNF en los sobrenadantes cultivados. La viabilidad de las células
semidi6 por medio de la prueba 3-(4,5-dimetilo-tiazol-2-il)-2,5- bromuro de

difeniltetrazolio (MTT): Denizot, F., y Lang, R. 1986. Rapid colorimetric assay for cell .

growth and survival. Modifications to the tetrazolium dye procedure giving improved
sensitivity and reliability.. J Immunol Methods 89:271-277. En resumen, la sal de
tetrazolio MTT se disolvié en un medio libre de suero hasta una concentracion final de
0,75 mg/ml y se adiciond alas células alfinal del tratamiento durante 3 horas a 37 °C. El
medio se removié y se extrajo el formazano con IN HCl:isopropanol (1:24). La
absorbancia a 560 nm se ley6 en un lector de micropiacas.

La Figura 30 muestra que thEPO previene la produccién TNF inducida por muerte
neuronal en cultivos mezclados de neurona-glia. Panel A: Porcentaje de muerte celular

neuralinducida por 1 pM de TMT con o sin tratamiento, con thEPO (10 U/ml). Panel B:

Liberacién de TNFoc de células gliales expuestas a 1 uM de TMT en presencia de (barras
divididas) o ausencia de (barras rellenas) de neuronas, con o sin rhEPO (10 U/ml). Se
esperarian resultados en tratamientos terapéuticos con citoquina recombinante protectora
de tejido de la presente invencion.

6.14. EJEMPLO 14: PRUEBA DE MUERTE CELULAR INDUCIDA POR
NMDA

La excitotoxicidad sepuede definir como una activacién excesiva de receptores de
ghrtamatos, tal como el receptor N-metil-D-aspartato (NMDA). El receptor NMDA
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exhibe actividad aumentada en respuesta a isquemia y otros traumas (Fauci et al, 1598,
Harrison: Principles of Internal Medicine), (Nishizawa, 2001, Life Sci. 69,369-381),
(White et al, 2000, J. Neurol. Sci. 179, 1-33). Por ello, esta prueba sirve como modelo
para evaluar el efecto de los compuestos en la lesién y muerte celular,

Protocolo de exitotoxicidad NMDA en neuronas primarias del hipocampo

Se prepararon cultivos primarios de neuronas del hipocampo utilizando ratones
recién nacidos (de menos de 24 horas) esencialmente, tal como se describi6 anteriormente
por Krohn et al. (1998). En resumen, el hipocampo se disecté en del DMEM que
contenia 0,02% de BSA. El tejido se transfiri6 a DMEM que contenia papaina al 0,1% y
se incubd durante 20 minutos a 37 °C. La digestibn se detuvo por aspiracién de la
papaina que contenfa el medio y la adicibn de MEMII y las células hipocampo se
disociaron por titulacién con la punta de una pipeta de 1000 pul. Se dejaron reposar las
piezas del tejido y el sobrenadante que contenia las céluas se transfiri6 en un MEMII que
contenia un inhibidor de tripsina al 1% (tipo II-O) y BSA al 1%. El paso de titulacién se
repitié tres veces antes que las células se centrifugaran a 600 U/minuto durante 10
minutos y se resuspendieron en un medio de crecimiento (MEMI], 20 mM ﬁ-glucosa,
100 U/ml penicilina, 1005 pg de estreptomicina, 2 mM de L-glutamina, suero Nu
(bovino) al 10%, 2% suplemento B27, NaHCO3 26,2 mM). Se usaron células de 10
hipocampos para sembrar une placa de 24 pozos. Un dia &espués de sembrarlas, la células
se trataron con citosina-arabina-furanosida (1uM). En el dia 2 el medio se cambié6 y se
agrego citosina-arabina-furanosida (1uM).

Ensayo de Excitotoxicidad

Se preincubaron cultivos de 12 dias con el compuesto de prueba (vehiculo, R103E,
R150E, o EPO) a 5 nM durante 24 horas. En el dia 13, el medio se retiré de las células y
se mantuvo mientras que los cultivos se retaron con 300 uM de NMDA durante 5
minutos a temperatura ambiente, Luego de la induccién de exitotoxicidad, se regresé el
medio precondicionado.a los cultivos y se cuantifico la lesién por medio de exclusién de
azul de triptano luego de otras 24 horas de incubacién. Se contaron aproximadamente 300
neuronas por condicién en por los menos cuatro pozos separados y los experimentos se
repitieron por lo menos dos veces (Krohn, A.J., Preis, E. y Prehn, JHM. (1998) J.
Neurosci. 18(20):8186-8197).

La Figura 3i muestra que la eritropoyetina humana y las citoquinas
recombinantes protectoras de tejido R130E y R150E reducen efectivamente la muerte
celular inducida por NMDA cuando se agregan a los cultivos primarios de células
neuronales del hipocampo antes de tratamiento con NMDA. Las células tratadas con
RI103E (5 nM) exhibieron muerte celular considerablemente menor en comparacién con
células de control del vehiculo (p=0,01). Las células tratadas con RIO3E (5nM)
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exhibieron muerte celular considerablemente més baja en comparacién con las células de
controll del vehiculo (p=0,01). Las células tratadas con R150E (5 nM) exhibieron
aproximadamente una reduccién de 20% en muerte celular en comparacién con células
de control del solvente (p=0,001). Estadistica: ANOVA més prueba post-hoc de Tukey.

6.15. EJEMPLO 15: PROTECCION NEURONAL POR RETIRO DE
SUERO EN CELULAS P19 :

Con el fin de examinar el efecto neuronal protector de las citoquinas
recombinantes protectoras de tejido de Ia invencion, el retiro el suero de los cultivos de
las células PCI9 se utiliz6 como modelo. El clon PI9S1801 fue suministradogentilmente
por el Dr. W.H. Fischer. Las cédulas se mantuvieron en un medio Eagle modificado de
Dulbecco (DMEM) suplementadas con 2 mM de L. glutamina L, 100 U/ml de penicilina
G, 100 pg/ml de sulfato de estreptomicina y suero bovino fetal al 10% (FCS; todos de
Gibco, Paisley, Scotland, UK), que contenfan 1,2 g/l de NaHCO3, 10 mM tamponador
Hepes (Carlo Erba, Milano, ltalia), referido en adelante como un medio completo en un
incubado humedecido bajo una atmésfera de 7% de CO; en aire. El medio sin suero (N2)
tiene los mismos constituyentes que lo anterior eliminando suero y adicionando lo
siguiente: 5 ug/ml de insulina, 100 pg/ml de transferina, 20 nM de progesterons, 100 mM
de putrecina y 30 nM Na;SeO; (todos de Sigma). Para los experimentos de muerte se
separaron las células con pancreatina al 10% (Gibco), se lavé una vez con el medio
completo, dos veces con el medio N2 y se colocd en placas, y salvo indicacién al
contrario, se coloc en placas en frascos de cultivos de tejido de 25 cm? (Falcon Becton
Dickinson, Lincoln Park, New Jersey) a una densidad final de 104 células/cm® en 5 ml de
un medio sin suero. La L-acetilcarnitina (100 pM) se toma como un control positivo que
protege reduciendo en un 50% el porcentaje de micleos apoptéticos 24 horas después del
retiro del suero. Veinticuatro horas después de retirado el suero, las células fueron

separadas cubriendo el frasco (sin tripsina) sembradas en unas diapositivas de

microscopio por centrifugacién con citospina (Shandan Southem, USA.) a 600 rpm
durante 10 minutos y se fijaron en una solucién de Carnoy (metanol: &cido acético, 3:1)
durante 10 min, see mancharon con Hoechst 33258 (0.1 pg/ml PBS) durante 1 hora a 37°
C, se lavaron con agua durante 15 minutos, se secaron al aire y se montaron. Las
diapositivas se observaron con un microscopio fluorescente (Zeiss, Alemania) a una
lorgitud de onda de excitacién de 365 Mn. El porcentaje de micleos apoptéticos se
determind haciendo un conteo ciego de un total de 100 células en al menos 5§
determinaciones.

Las células P19 se preincubaron con 3 nM Epo o citoquina recombinante
protectora de tejido SI00E durante 24 horas. Este tratamiento resultd en una proteccién
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significativa (p < 0,001) contra apoptosis provocada por el retiro del suero. Los datos son
promedios de determinaciones triplicadas dentro de un experimento. El experimento se
hizo dos veces con resultados similares.

La Figura 32 muestra proteccién neuronal desde el retiro de suero en células P19.
El porcentaje de células apépticas disminuy6 para células pretratadas con Epo, Epo WT,
y la citoquina recombinante protectora de tejido SI00E. Las células tratadas con Epo
mostraron una reduccién aproximadamente de 20% en muerte celular apéptica en
comparacién con las células de control no tratadas. Las células tratadas con EpoWT y
S100E exhibieron una disminucién de 10% en muerte celular apoptica en comparacién
con las células de control no tratadas.

6.16. EJEMPLO 16: RETIRO NGF EN CELULAS PC12 DIFERENCIADAS

Para examinar el efecto protector de las citoquinas recombinantes protectoras de
tejido de la invencidn, se usé como modelo el retiro del NGF en células PC12
diferenciadas. Esta prueba es un modelo bien establecido de apoptosis. Esta linea celular
de rata PC12 se derivé de un faecromocitoma medular adrenal y puéde diferenciarse en
células del tipo neuronal en presencia de NGF (Masuda et al., 1993, ] Biol Chem 268,
11208-11216). La linea celular PC12 es una linea celular neuroendocrina que en
presencia de NGF puede diferenciarse para expresar tn fenotipo de tipo neuronal
(Vaudry et al.,, 2002, Science 296, 1648-1649). Una vez las células estin totalmente
diferenciadas se vuelven dependientes de NGF y el retiro de NGF induce apoptosis.

Las células PC12 se mantuvieron en el medio Eagle modificado de Dulbeco
(DMEM) suplementado con 10% de suero equino inactivado por calor, 5% de suero
bovino fetal inactivado por calor, 1% sodio-piruvato y 1 % penicilina-estreptomicina
(PIS) (Invitrogen, Carlsbad, USA).

Para los experiméntos las células fueron diferenciadas durante 7 dias en placas de

48 pozos recubiertas con coligeno G a una densidad de 24,000 célulaslpoio en DMEM

suplementado con suero equino inactivado por calor, 1 % piruvirato de sodio, 1 % P/S y
100 ng/ml NGF (factor de crecimiento nervioso 78, glindulas submaxilares de ratones
adquiridas de Calbiochem, Cat. N0.480354) con un medio que cambiaba cada 2 a 3 dias.
En el dia 6, se agregd a las células el mutante Epo en 4cido amino 100 (=S100E) en las
concentraciones indicadas durante 24 horas después de lo cual, el mediose reemplazé por
RPMI1640, 1% P/S, para remover el NGF de todas las células. Se volvid a agregar
S100E ya que NGF (100 ng/ml) era control positivo (+NGF). Luego de 24 horas, la
viabilidad se midi6é por medio de una prueba de reduccién de tetrazolio (MTT).

Las Figuras 33A y 33B muestran el efecto de pre-incubacién con S100E en
células diferenciadas PC12 sometidas a retiro de NGF en dos experimentos
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independientes. Las células diferenciades PC12 fueron pretratadas con S100E a las
concentraciones indicadas durante 24 horas, Figura 33 A (3 pM), Figura 33B (0,00003
pM-3pM). La viabilidad se midi6 en la prueba MTT. Se utiliz6 NGF (100 ng/ml) como
control positivo y el medio libre de NGF (-NGF) como control negativo, Los datos
presentados en la Figura 33 son % de la viabilidad del control positivo (+NGF) (n=8 en
ambos experimentos). Hay un aumento estadisticamente importante en la viabilidad de
células tratadas con S100E en comparacién con las células de control negativo (-NGF)
mediante el uso de ANOVA de una via y prueba Bonferroni post-hoc. ***p<0,001,
*p<0,05. Los efectos observados con S100E fueron similares a los de Epo en este sistema
de prueba con respecto a potencia y eficacia,

La Figura 34 muestra el efecto de pre-incubacién con Epo en células
diferenciadas PC12 sometidas a retiro de NGF. Las diferenciadas células PC12 fueron
pretratadas con Epo, S100E o Epo carbamilado (30 pM-30 nM) durante 24 horas. La
molécula Epo medificada quimicamente, AA24496, tiene una actividad 10000 veces miis
baja que EPO en la prueba de células UT-7. La viabilidad se midié en la prueba MTT.
NGF (100 ng/ml) se utilizé como control positivo y el medio libre de NGF (-NGF) como
control negativo.

s

6.17. EJEMPLO 17: BIO-ENSAYO EPO DE PROLIFERACION CELULAR
UT-7

UT-7 es una linea celular de leucemia dependiente de EPO que se usa para
determinar el efecto eritroide de la citoquina recombinante protectora de tejido' tal como
K45D. Las células UT-7 (Deutschc Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSMZ), Cat. No. ACC 363) fueron cultivadas normalmente en presencia de FBS al 10%
y 5 ng/ml Epo. La respuesta de proliferacién/sobrevivencis (= incremento-de viabilidad)
de las células expuestas a Epo es mediada por el receptor EPO clésico tipo periférico. La

respuesta de proliferacion es una medida cuantitativa y correlaciona la capacidad de las -

variantes Epo para estimular el receptor Epo clésico.
Métodos de la prueba de viabilidad de las células UT - 7

La linea celular de leucemia humana UT-7 se hizo defipendientede EPO y la
respuesta proliferativa a las citoquinas recombinantes protectoras de tejido — agregadas
por Epo se utiliz6 como una medida de su actividad biolégica. En el dia uno de la
pruebe, las células se transfirieron a un medio fresco completo RPMI 1640 con suero al
10% que contenia Epo (5 ng/ml) (10% de suero de donante bovino, 4mM L-glutamina,
suplementado con 5 ng/ml de rhuEPO). Las células se cultivaron en frascos de 75 cm?
con 20 mi del cultivo/frasco. En el dia 2 dela prueba, las células se transfirieron al frasco
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(o frascos) en un tubo cénico de 50 m1 y se centrifugaron & 1,000 rpm durante 5 minutos
a temperaturs ambiente. Se descarto el medio anterior y las células se lavaron dos veces
con 10 ml de un medio de inaniciébn (3 % suero de donante bovino, 4 mM glutamina).
Las células fueron resuspendidas en un medio de inanici6n utilizando una pipeta que se
acciona hacia arriba y hacia abajo para obtener una suspensién de células simples, Para
determinar la densidad celular, 1as células resuspendidas se diluyeron con un medio de
inanicién hasta una densidad de 4 x 10° células/ml con un volumen total de cultivo de 10
ml y se colocaron en un frasco de 25 cm®, La mezcla se incubd durante 4 horas en una
incubadora lumedecida con 5% de CO; 2 37 °C. Durante la ultima hora de incubacién se
prepar6 una placa de 96 pozos. Al final de la cuarta hora de incubacién, los cultivos
celulares se retiraron de la incubadora y las células fueron transferidas de un frasco a un
tubo cdnico de 50 ml. El! contenido se mezclé manualmente para mantener las células
suspendidas. Se agregé SO ml del medio de inanicién como el blanco medio sin células.
Cinco pozos eran las células de control sin reactivo. La siguiente fila adyacente de pozos
contenia la concentracién més baja de citoquinas recombinantes protectc;ras de tejido.
Cada fila edyacente de pozos de alli en adelante fue llenada con concentraciones
secuencialmente mayores. Los cultivos celulares que se incubaron en un medio con 3%
de suero y sin EPO se colocaron en léminas a 200,000 células/ml y 100/u] por pozo en
placasde 96 pozos. El contenido se mezcld lenta y cuidadésamente usando la plataforma
vibradora orbital colocada en la parte superior de la placa de agitacion. La placa se
incub a diferentes concentraciones de variantes Epo (desde 0,2 pM hasta 20 nM) durante
48 horas en un medio RPMI 1640 que contenfa 3% de suero en un incubador humedecido
con 5% de CO; a 37 °C. En el dia cuarto del ensayo se sact la placa de 96 pozos de Ia
incubadora y se dej6 a temperatura ambiente en la capota de fluido laminar.
Inmediatamente, se cuantificd la bioactividad (absorcién espectrofotométrica a 450 nm,
sustraida de Ia absorci6én de fondo a 620 nm) midiendo formazan creado durante el
metabolismo celular "metabolismo celular del colorante tetrazolio WSTI, el cual se

correlaciona con la viabilidad celular/niimero de células.

Resultados

Las células UT-7 mostraron un crecimiento estable y confiable en un medio que
contenia EPO medio durante 3 meses.

K45D indujo un aumento de viabilidad de las células UT-7 dependientes de Epo en
una forma de dosis dependiente con un ECsp de 294.0. En comparacién el ECso fue de
58,13 para Epo (Figura 35) y de 608 para Epo marcada (Epo WT). S100E no aumenté la
viabilidad (mas del 50%) de las células UT-7 dependientes de Epo en concentraciones
<50 nM (es decir, dentro del rango medible). Por elio, K45D mostrd potencia dentro del
mismo orden de magnitud que Epo, mientras que S100E mostrd por lo menos una
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potencia 1000 veces menor en comparacién con Epo.

R103E no aument? la supervivencia de las células UT-7 dependientes deEpo en
concentraciones hasta de 20 nM, es decir, su potencia comparada con Epo fue al menos
de cuatro 6rdenes de magnitud mas bajo. R150E indujo supervivencia de las células UT-7
dependientes de Epo en una dosis dependiente con un ECsy de 20 nM. En comparacién,
ECsp fue 66,5 para Epo (Epo #4) (Figura 36). Por ello, R150E mostré tres 6rdenes de
magnitud de potencia més bajos en comparacién con Epo.

La Figura 35 muestra las curvas de respuesta de concentracién de Epo, K45D y
S100E en células UT-7. Diferentes concentraciones de Epo, EpoWT, K45D y S100E se
agregaron a las células UT-7. La viabilidad se midi6 48 horas més tarde en la prueba
WST-1. Los datos son promedio + SD de tres experimentos diferentes cada uno por
duplicado. La curva es un ajuste de curva de regresion no lineal.

La Figura 36 muecstra curvas de respuesta de dosis de Epo, R103E y R150E en
células UT-7. Diferentes concentraciones de Epo, EpoWT, R103E y R150E se agregaron
a las células UT-7. La viabilidad se midié 48 horas més tarde en la prueba WST-1. Los
datos son promedio + SD de tres experimentos diferentes cada uno por duplicado. La
curva es un ajuste de curva de regresion no lineal.

P

6.18 EJEMPLO 18: PROTECCION CONTRA ISQUEMIA RETINAL
CON CITOQUINA RECOMBINANTE PROTECTORA DE
TEJIDO, ADMINISTRADA PERIFERICAMENTE

Tal como se describi6 en la seccidn 6.9, las célules retinales son muy sensibles a
isquemia, demodo que muchas mueren luego de 30 minutos de estrés isquémico. En este
experimento, el modelo de glaucoma reversible en ratas se utiliz6 ‘uevamente tal como
lo describe Rosenbaum et al. (1997; Vis. Res. 37:3443-51). Se examinaron los efectos de
la citoquina recombinante protectora de tejido.

Se lesion6 un ojo en cada una de las ratas seglin el protocolo sefislado en el
e¢jemplo presentado en la seccién 6.9 para la inyeccién de solucién salina en la cimara
anterior del ojo de la rata macho adulta. En el momento de la reperfusién es decir, cuando
se libera la presion en Ia cAmara anterior del ojo, a las ratas se les administr6 10 pg/kg de
EPO, una de las cuatro’ citoquinas recombinantes protectoras de tejido: R103E, R150E,
S100E, y S100E/K45D, o solucién salina por via intravenoss. En los dias 1, 3,5y 6
siguientes a la lesidn, se tomaron electrorretinogramas tanto en el ojo lesionado como
normal de cada rata. La latencia en ¢l ojo dafiado de cada rata se comparé con la latencia
en el ojo normal de la misma rata. Los datos se registraron comouna relacién de la

latencia del ojo lesionado sobre la latencia del ojo normal, resultando en una relacién de
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uno cuando el ojo defiado tiene una funcién normal. Hay dos componentes para los
resultados de la lesién; amplitud (la diferencia entre el pico a la linea baja) tal como se
muestra en la Figura 17, Panel A, indicado por ‘b’ y la latencia, el tiempo que toma para
alcanzar ¢l pico en respuesta al estimulo.

La Figura 38 muestra la relacién de la latencia del ojo lesionado sobre la latencia
del ojo normal para los varios regimenes de tratamiento. La rata tratada con EPO
denostrd una latencia de 1,2, que es mejor que el de la rata trateda con salina. Cada una
de las cuatro citoquinas recombinantes protectoras de tejido resultd en resultados de
latencia iguales o mejores que EPO con R103, R150E y S100E demostrando una mejora
estadistica sobre EPQO .

La invencién no esté limitada al alcance por realizaciones especificas descritas que
tratan ser ilustraciones sencillas de aspectos individuales de la invenciél:; y métodos y
componentes equivalentes funcionalmente que estin dentro del alcance de la invencion.
De hecho varias modificaciones de la invenci6n, adicionales a aquellas mostradas y
descritas aqui serin aparentes para aquellas p&sonas versadas en la materia de
descripciones anteriores y dibujos anexos. Dichas modificaciones tratan estar dentro del
alcance de las reivindicaciones anexas,

Todas las referencias aqui mencionadas se incorporan como referencia en su
totalidad para todos los fines.
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REIVINDICACIONES:

1. Unsa citoquina recombinante protectora de tejido de muteina qiie le falta al menos
una actividad seleccionada de un grupo consistente en aumento de hematocritos, accién
vasoactiva, hiperactivacién de plaquetas, actividades pro-coagulantes y aumento en la
produccién de trombocitos; la citoguina que comprende al menos una actividad
protectora celular de respuesta seleccionada del grupo consistente en proteger, mantener,
mejorer o restarurar la funcién o viabilidad de una célula de respuesta, tejido u 6rgano
mamifero.

2, La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicaciébn 1, que
comprende uno o més residuos de aminoféicidos alterados entre la posicién 11 a 15 de
SEQ ID NO:10 [SEQ ID NO:1], posicién 44 a 51 de Sl:{Q ID NO 10 [SEQ ID NO:2],
posicion 100-108 de SEQ ID NO [SEQ ID NO:3], o posicién 146-151 de SEQ ID NO 10
[SEQ ID NO:4).

3. La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicaciébn 1, que
comprende uno o més residuos de aminoécidos alterados o una o mas de las siguientes
posiciones SEQ ID NO: 10: 7, 20, 21, 29, 33, 38, 42, 59, 63, 67, 70, 83, 96, 126, 142,
143, 152, 153, 155, 156 0 161.

4. La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 1, que

comprende las secuencias aminoécidas de SEQ ID NO: 10 con una o mis substituciones .

de residuos de aminoécidos de SEQ ID NOs: 15-105 y 119.

5. La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 1, que
comprende la secuencia aminoécida de SEQ ID NO: 10 con una supresién de residuos de
amino acidos en 44-49 de SEQ ID NO: 10. '

6. La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 1, que
comprende la secuencia ‘' aminoficida de SEQ ID NO: 10 con al menos una de las
siguientes sustituciones de residuos de aminoécidos en SEQ ID NOs: 106-118,

7. Lacitoquina recombinante protectora de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que

comprende ademaés una modificacién quimica de uno o mis aminoacidos.
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8. La citoquina recombinante protectora de la reivindicacién 7, en donde la
modificacién quimica comprende alterar la carga de la citoquina recombinante protectora
de tejido.

9. La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 8, en donde
carga positiva o negativa es adicionada quimicamente a un residuo aminodcido, donde
el residuo aminodcido es modificado a un residuo no cargado.

10. La citoquina recombinante protectora de tejido de cualquiera de las reivindicaciones
de 1-6, en donde dicha citoquina es una muteina de eritropoyetina humana.

11. La citoquina recombinante protectora de tejido de cualquiera de las reivindicaciones

de 1-6, en donde dicha citoquina es una muteina eritropoyetina de fenilglioxal.

12. La citoquina recombinante protectora de tejido de cualquiera de las
reivindicaciones de 1-6, en donde la célula mamifera de respuesta comprende una célula
neuronal, muscular, de corazén, pulmén, higado, rifién, intestino delgado, corteza
suprarrenal, médula suprarrenal, capilar, testiculo, ovario, endotelial o de tallo.

13. La célula mamifera de respuesta la citoquina recombinante protectora de tejido de
cualquiera de las reivindicaciones 1-6 que comprende una célula foto receptora de
ganglio, bipolar, horizontal, amacrina, Muiller, miocardi_g, marcapaso, nodo sinoatrial,
nodo sinus, nodo atrio ventricular, haz de His, hepatocito, estelada, Kupffer, mesagial,
glandular intestinal, endocrina enteral, glomerulosa, fasciculada, reticularis, cromafina,
pericito, Leydig, Sertoli, esperma, foliculos Graffian, foliculos primordiales, estroma
endometrial y célula endometrial.

14. ' La citoquina recombinante protectora de tejido de cualquiera de las reivindicaciones
de 1-6 en donde dicha citoquina puede atravesar la barrera de células endoteliales.

15. La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 14, en donde Ia
barrera de células endoteliales comprende la barrera sangre-cerebro, sangre-ojo, sangre-
testiculos, sangreovario y sangre-Gtero.

16. La citoquina recombinante protectora de tejido de cualquiera de las reivindicaciones
de 1-6, en donde dicha citoquina es seleccionada de un grupo que consiste de:

i.  una citoquina que tiene un nimero reducido o ningin medio de mitad de
fcido siélico;
ii. una citoquina que tiene un mimero reducido o ningfin carbohidrato enlazado

N o enlazado O;

ili. una citoquina que tiene al menos un contenido de carbohidrato reducido en -

virtud del tratamiento de citoquina nativa con al menos una glicocidasa;
iv. una citoquina que tiene al menos uno o més carbohidratos oxidados;
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v. una citoquina que tiene al menos uno ¢ mis carbohidratos oxididos y estd

reducida quimicamente;
vi. una citoquina que tiene al menos uno o mis residuos de arginina modificados;

vii. una citoquina que tiene al menos uno o més residuos de lisina modificados o
una modificacién del grupo amino de terminal N de una molécula de
citoquina;

viii, una citoquinia que tiene al menos un residuo de tirosina modificado;

ix. una citoquina que tiene al menos un residuo de &cido upini& o de 4cido
glutamico modificado;

X.  una citoquina que tien un residuo de tritofan modificado;
Xi. una citoquina a la que se le ha removido al menos un grupo aminodcido;

Xii. una citoquina que tiene al menos una abertura de al menos uno de los enlaces

de cisteina en la molécula de citoquina;
xiii. una citoquina truncada;
xiv. una citoquina que tiene fija al menos una molécula de polietilen glicol;
Xv. una citoquin-n que fijo al menos un écido graso;

Xvi. una citoquina que tiene un patron de glicosilacién no mamifero en virtud de

1a expresion de citoquina recombinante en células no-mamiferas; y
xvi. una citoquina que tiene al menos un aminoécido marcado con histidina para
facilitar la purificacion.
17. La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 16 en donde
dicha citoquina es un asialoeritropoyetina.
18. La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 17, en donde
dicha asialoeritropoyetina es asialoeritropoyetina humana.
19. La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién, 16, en donde
dicha citoquina es hiposialilada o hipersialilada.

20. La citoquina recombinente protectora de tejido de la reivindicacién 16, en donde
dicha citoquina comprende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, o 13 medios de &cido
sidlico .

21. La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 16, en donde

dicha citoquina comprende mas de 14 medios de écido siklico presentes en eritropoyetina

nativa.
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22. La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacion 16, en donde
dicha citoquina es una eritropoyetina sin carbohidratos enlazados N.

23. La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 22, en donde

dicha citoquina es una eritropoyetina sin carbohidratos enlazados O.

24, La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 16, en donde

dicha citoquina es tratada con al menos una glicosidasa.

25. La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 16, en donde

dicha citoquina es eritropoyetina oxidada con periodato.

26, La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 25, en donde
dicha eritropoyetina oxidada conperiodato es reducida quimicamente con
cianoborohidruro sddico.

27. La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 1116, en donde
dicha citoquina comprende un medio R-glioxal en uno o més de los residuosde arginina,
en donde R es un medio arilo o alquilo.

28, La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 27, en donde
dicha citoquina es fenilglioxal-eritropoyetina.

29. La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 16, en donde
dicha citoquina es una eritropoyetina en la que un residuo de argninina es modificado
porreaccién con una dicetona vecinal seleccionada del grupo compuesto por 2,3-
butanediona y ciclohexanediona.

30. La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 16, en donde
dicha citoquina es una eritropoyetina en la que un residuo de arginina es reaccionado con
3-deoxiglucosona.

31. La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 16, en donde

dicha citoquina es una'molécula que tiene al menos un grupo amino de terminal N o

lisina biotinilado.

32. La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 16, en donde
dicha citoquina es una eritropoyetina de glucitolil lisina 0 una eritropoyetina de fructosil
lisina.

33. La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 16, en donde
dicha citoquina comprende al menos unresiduo de lisina carbamilado.

34. La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 16, en donde
dicha citoquina comprende al menos un residuo de lisina carbamilado.

La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 33, en donde dicha
citoquina carbamilada c.omprende alfa-N-carbamoileritropoyetina; N-epsi lop—
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carbamoileritropoyetina;alfa-N-carbamoil, N-epsilon-carbamoileritropoyetina; alfa-N-
carbamoilasialoeritropoyetina;N-epsilon-carbamoilasialoeritropoyetina; alfa-N-
carbamoil, N-epsilon-carbamoilasialoeritropoyetina; alfa-N-
t-:arbamoilhiposialoeritropoyetina;N-epsilon-carbamoilhiposialeritropoyetinn; y alfa-N-
carbamoil, N-epsilon-carbamoilhiposialoeritropoyetina

35. La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién- 16, en donde

dicha citoquina comprende al menos un residuo de lisina acilado.

36. La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 55, en donde

dicha citoquina comprende almenos un residuo de lisina acilado.

37. La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 36, en donde

dicha citoquina comprede almenos un residuo de lisina acilado.

38. La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 37, en donde

dicha citoquina acetilade comprende alfa-N-acetileritropoyetina; N-epsilon-

acetileritropoyetina; alfa-N-acetil, N-epsilon-acetileritropoyetina; alfa-N-
acetilasialoeritropoyetina; N-epsilon-acetilasialoeritropoyetina; alfa-N-acetil,N-epsilon-
acetilasialoeritropoyetina; alfa-N-acetilhiposialoeritropoyetina;  N-epsilon-

acetilhiposialoeritropoyetina; y alfa-N-acetil, N-epsilon-acetilhiposialoeritropoyetina.

39. La citoquina recombinante protectora de tejido de lal reivindicacién 35, en donde un

residuo de lisina de dicha citoquina es succinilado.

40. La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 39, en donde
dicha citoquina succinilada comprende alfa-N-succinileritropoyetina; N-epsilon-
succinileritropoyetina; alfa-N-succinil, N-epsilon-succinileritropoyetina; alfa-N-
succinilasialoeritropoyetina; N-epsilon-succinilasialoeritropoyetina; alfa-N-succinil, N-
epsilon-succinilasialoeritropoyetina; alfa-N-succinilhiposialoeritropoyetina; N-epsilon-
mccinilhiposin.loeritropbyetina; y alfa-N-succinil, N-epsilon-

succinilhiposialoeritropoyetina.

41, La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 16, en donde
dicha citoquina comprende al menos un residuo de lisina modificado por 2, 4, 6

trintrobenzenosulfonato sé6dico u otra sal del mismo.

42. La citoquina recombinante protectora de tejido de |a reivindicacién 16, en donde
dicha citoquina comprende al menos un residuo de tiosina nitrado o iodinado.

43. La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 16, en donde
dicha citoquina comprende un residuo de 4cido aspartico o de 4cido gluthmico que es

reaccionado con una carbodimida seguido por una reaccién con una amina.
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44. La citoquina recombinante protectora de tejido de la reivindicacién 16, en donde
dicha amina es glicinamida.

45, Una molécula de acido nucléico aislado que comprende una secuencia nucledtida
que codifica un polipéptido que comprende la citoquina recombinante protectora de
tejido de cualquiera de las reivindicaciones 1-6.

46. Un vector que comprende una molécula de dcido nucleico segin la reivindicacion
45

47. Un vector de expresién que comprende una molécula de acido mucleico de la
reivindicacién 45 y al menos una regién reguladora enlazada de manera operativa a la
molécula de &cido nucléico.

48, El vector de le reivindicacién 46 6 47 que esun vector pCiNeo.

49. Una célula disefiada genéticamente que comprende una molécula de &cido nucleico
segln la reivindicaci6n 45,

50. Una célula que comprende el vector expresién segin la reivindicacién 45.

51. Una composiciéon farmacéutica que comprende una citoquina recombinante
protectora de tejido de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que le falta al menos una
actividad seleccionada del grupo compuesto por auniento de hematocritos, accion
vasoactiva, hiperactivacién de plaquetas, actividades pro-coagulantes y aumento en la
produccién de trombocitos; la citoquina tiene al menos una actividad protectora celular
de respuesta seleccionada del grupo consistente en proteger, mantener, mejorar o
restaurar la funcién oviabilidad de una célula, tejido u 6rgano mamifero de respuesta.

52. La composicibn farmacéutica de la reivindicacion 51, formulada para

administracién oral, intranasal o parenteral.

53. Le composicion farmacéutica de la reivindicacién 51, formulada comc.: una solucién
perfusada.

54. Un método para proteger, mantener o mejorar la viabilidad de una célula, tejido u
érgano aislado de un cuerpo mamifero, que comprende exponer dicha célula, tejido u
Organo a una compos'icibn farmacéutica que comprende una citoquina recombinante
protectora de tejido de muteina.

55. El método de reivindicacién 54, en donde la proteccién no afecta la médula dsea.

56. Un método para proteger, mantener o mejorar la viabilidad de una célula, tejido o
6rgano aislado de un cuerpo mamifero, que comprende enexponer dicha célula, tejido u
6rgano a una composicién farmacéutica que comprende una citoquina -recombinante
protectora de tejido de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, a la que le falta al menos

una actividad seleccionada del grupo compuesto por aumento de hematocritos, accién
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vasoactiva, hiperactivacién de plaquetas, actividad pro-coagulante y aumento en la
produccién de trombocitos.

57. El uso de una citoquina recombinante protectora de tejido segin cualquiera de las
reivindicaciones 1-6 a la que le falta al menos una actividad seleccionada del grupo
compuesto por aumento de hematocritos, accién vasoactiva, hiperactivacion de
plaquetas, actividad pro-coagulante y aumento en la produccién de trombocitos, para la
preparaciébn de una composicién farmacéutica para la proteccidn y prevenciéon de
lesionbes en tejidos, asi como la restauracién y rejuvenecimiento de tejidos y funci6n de
los tejidos en un mamifero.

58. El uso segiin la reivindicacion 57, en donde la lesidén es causada por un trastorno
convulsivo, esclerosis miiltiple, ataque, hipotensién, paro cardiaco, isquemia, infarto del
miocardio, inflamacién, pérdida de la funcidn cognitiva asocionada con la edad, dafio por
radiacién, pardlisis cerebral, enfermedad neurodegenerativa, mal de Alzheimer, mal de
Parkinson, enfermedad de Leigh, SIDA, demencia, pérdida de la memoria, esclerosis
lateral amiotréfica, alcoholismo, trastomo depresivo, ansiedad, trastorno de falta de
atencion, autismo, enfermedad Creutzfeld-Jakob, trauma o isquemia cerebral o la médula
espinal, bypass cardiaco- ‘pulmonar, falla cardiaca crénica, degeneracién macular,
neuropatfa diabética, retinopatia diabética, glaucoma, isquemia retinal o trauma retinal.

59. Un método para facilitar la transcitosis de una molécula a través de una barrera de
células endoteliales, que comprende administrar a dicho mamifero una composicién que
comprende dicha molécula en asociacién con una citoquina recombinante protectora de
tejido de cualquiera de las reivindicaciones 1-6 que le falta al menos una actividad
seleccionada de un grupo que consiste en aumento de hematocritos, accién vasoactiva,

hiperactivacién de plaquetas, actividad pro-coagulante y aumento en la produccién de
trombocitos.

60. El método de la reivindicacidbn 59, en donde dicha asociacidén es un enlace
covalente 14bil, un enlace covalente estable o una asociacién no covalente con un sitio de
enlace de dicha molécula.

61. El método de la reivindicacion 59, en donde dicha barrera de células endoteliales es
seleccionada del grupo compuesto por la barrera sangre-cerebro,sangre-ojo, sangre-
testiculos, sangre-ovarios, sangre-corazodn, sangre-rifién y sangre-placenta.

62. El método de la reivindicacién 59, en donde dicha molécula es una hormona
receptora, agonista o antagonista, un factor neurotréfico, un agente antimicrobiano, un
agente antiviralo, un producto radiofarmacéutico, un oligonucledtido antisentido, un

anticuerpo, un inmunosupresor, un colorante, un marcador o un medicamento
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anticancerigeno.

63. Una composicién para transportar una molécula via transcitosis a través de una
barrera de células endoteliales que comprende dicha molécula en asociaciébn con una
citoquina recombinante protectora de tejido segiin cualquiera de las reivindicaciones 1-6,
& Ia que le falta al menos una actividad seleccionada del grupo compuesto por aumento de
hematocritos, accidén vasoactiva, hiperactivacion de plaquetas, actividad pro-coagulante

y aumento en la produccion de trombocitos.

64. La composicién de la reivindicacién 63, en donde dicha asociacién es un enlace
covalente lfbil, una enlace covalente estable, o una asociacién no covalente con un sitio
de enlace de dicha molécula

65. La composicién de la reivindicacion 63, en donde diche molécula es una hormona
receptora, agonista o antagonista, un factor neurotrdfico, un agente antimicrobiano, un
producto radiofarmacéutico, un oligonucledtido antisentido, un anticuerpo, un

inmunosupresor, un colorante, un marcador, o un medicamento anticancerigeno.

66. El uso de una citoquina recombinante protectora de tejido o de cualquiera de las
reivindicaciones 1-6, que le falta al menos una actividad seleccionada delgrupo
compuesto por aumento de hematocritos, accién vasoactiva, hiperactivacién de
plaquetas, actividad pro-coagulante y aumento en la prodﬁ'ccién de trombocitos.

67. El uso de la reivindicacién 66, en donde dicha asociacién es un enlace covalente

1ébil o una asociacién no covalente con un sitio de enlace para dicha molécula.

68. Eluso de Ia reivindicacién 66, en donde dicha molécula es una hormona receptora,
agonista o antagonista, un factor neurotrofico, un agente antimicrobiano, un
radiofarmacéutico, un oligonucledtido antisentido, un anticuerpo, un inmunosupresor, un

colorante, un marcador o un medicamento anticancerigeno.
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RESUMEN

Se proveen métodos y composiciones para proteger o mejorar una célula de
respueta, tejido, érgano o funcién o viabilidad de una parte corporal in vivo, in situ o ex
vivo en mamiferos, incluidos seres humanos, mediante la administracién sistémica o
local de un modulador de actividad recdeptora de eritropoyetina, tal como una citoquina
recombinante protectora de tejido.
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<l1l10>

<120>

<130>

<1l40>
<idl>

<150>
<151>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

1l

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

<400>

SEQUENCE LISTING

Nielsen, J
Paderasen, J.
Gerwien, J.
Bay, K.
Pedersen, L.
Leist, M.
Geist, M.
Kallunki, P.
Christensen, S.
Sager, T.
Brines, M.
Cerami, A.
Cerami, C.

RECOMBINANT TISSUE PROTECTIVE
ACIDS THEREOF FOR PROTECTION,
RESPONSIVE CELLS, TISSUES AND

10165-022-999

60/392, 455
2002-07-01

60/393,423
2002-07-03

212
PatentIn version 3.2

1

5

PRT

Homo aapilens

1

Val Leu Gln Arg Tyr
5

2

[}

PRT

Homo sapiena

Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala Trp

1

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

<400>

5

3

9

PRT

Homo sapiens

3

Ser Gly Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu
1

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

<400>

5

PRT
Homo saplens

CYTOKINES AND ENCODING NUCLEIC

RESTORATION, AND ENHANCEMENT OF

ORGANS



Ser Asn Phe Leu Arg Gly

1

<210>
<211>
<212>

<213>»

<220>
<223>

<400>

5

1

83

PRT

5

5

Artificial

Met Gly Val His Glu

1

Leu

Ile

Ala

Leu

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Arg

Arg

Ser

Cys

Glu

50

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

Leu

Asp

a5

Asn

Thr

val

Glu

115

Ser

Ser

Asp

Lysa

1

93

PRT

Pro

20

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

5

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artificial

Cys

Gly

val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Pro

Leu

Leu

Gly

55

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Ala

Pro

Glu

40

Cys

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Trp Leu Trp Leu

Val

25

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

10

Leu

Tyr

Glu

Val

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Gly Ala

Leu

His

Leu

Asp

Leu

Ala

155

val

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Description of Artificial Sequence: muteiln

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

val

Ala

125

Ala

Ser

Arg

Description of Artificlal Sequence: mutein

Leu

Pro

30

Ala

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Ser

Arg

Lys

Aan

Lys

Ala

95

Ser

Glu

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp



<400> 6

Met Gly Val
1l

Leu Ser Leu

Ile Cys Asp

a5

Ala Glu Asn

Asn Ile Thr

65

Met Glu Val

Leu Ser Glu

Gln Pro Trp

115

Leu Arg Ser

130

Ala Ile

145

Ser

Thr Ala Asp

Gly Lys

Arg

<210> 7
<211> 580
<212> DNA
<213> Homo

<400> 7
atgggggtgc

ctgggcctce
aggtacctct
agcttgaatg
atggaggtcg
gtcctgcggg
atgtggataa

His Glu

Pro Leu

20

Ser Arg

Ile Thr

Val Pro

Gly Gln

85

Ala
100

Val

Glu Pro

Leu Thr

Pro Pro

Thr Phe

165

Leu
180

Lys

sapiens

acgaatgtcc
cagtcctggg
tggaggccaa
agaatatcac
ggcagcagge
gccaggccct

agccgtcagt

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Ala Leu

10

Pro Trp Trp

Val
25

Leu Pro Leu Gly

Glu
40

Leu Arg Tyr Leu

Gly Cys Ala Glu His

Thr val Phe

15

Asp Asn

Ala Val Glu Val

90

Gln
105

Arg Gly Ala Leu

Gln Leu Hlis Val

120

Asp

Leu Leu Ala Leu

135

Arg

Ala Ala Ala Ala

155

Ser

Lys Leu Phe Arg Val

170

Tyr Thr Gly Glu Ala

185

tgcetggetg tggecttcecteco

cgccccacca cgcecctcecatcect
ggaggccgag aatatcacga
tgtcccagac accaaagtta
cgtagaagtc tggcagggcc
gttggtcaac tcttcccage

ggccttcgeca goctcaccac

Leu Leu

Ala Pro

30

Pro

Leu Glu Ala

Cys Ser

60

Tyr Ala Trp

Gln Gly Leu

Val Aan

110

Ala
125

Lys val

Gly Ala Gln

140

Pro Leu Arg

Tyr Ser Asn

Thr
120

Cys Arg

tgtecectget
gtgacagccg
cgggctgtge
atttctatge
tggccectgcet
cgtgggagce
tctgcttcegg

Ser

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

gtegctecet
agtcctggag
tgaacactgc
ctggaagagg
gtcggaaget
cctgcactgce

gctctgggag

60
120
180
240
300
360

420



cccagaagga agccatctec cctccagatg
ctgctgacac tttcgcaaac tcttccgagt

gctgtacaca ggggaggcct gcaggacagg

<210> 8

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Description of Artificial

<400> 8
agctctcgag gcgcecggagat gggggtgcac

<210> 9

<211> 36

<212> [DNA

<213> Arcificial

<220>

<223> Description of Artificial

<400> 9
atgctctaga cacacctggt catctgtccce

<210> 10

<211> 193

<212> PRT

<213> Homo saplens

<400> 10

cggcctcage tgctccactc cgaacaatca
ctactccaat ttcctcecggg gaaagctgaa

ggacagatga

Sequence: primer

gaatg

Sequence: primer

ctgtcc

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu Leu Ser Leu

1 5

10 15

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro Pro Arg Leu
20 25 30

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu

a5 40

45

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser Leu Asn Glu

60

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala Trp Lys Arg

65 70

75 80

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gin Gly Leu Ala Leu

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gin Ala Leu Leu Val Asn Ser Ser

100

105

110

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala Val Ser Gly

115 120

125

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala Gln Lys Glu

130 135

140

480
540

580

35

36



Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg Thr Ile
145 150 155 160

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn Phe Leu
165 170 175

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp
180 185 190

Arg

<210> 11

<211> 45

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Desacription of Artificlial Sequence: primer

<400> 11
catgtggata aagccgtcga gggecttcge agoctcacca ctetg

<210> 12

<211> 45

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: primer

<400> 12
cagagtggtg aggctgcgaa ggccctegac ggcectttatcee scatg

<210> 13

<211> 45

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: primer

<400> 13
gagaatatca ctgtcccaga caccgacgtt aatttctatg cctgg

<210> 14

<211> 45

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: primer

<400> 14
ccaggcatag aaattaacgt cggtgtctgg gacagtgata ttctce

<210> 15

<211> 193

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: mutein

<400> 15

45

45

45

45



Leu

Ala

Ala

Leu

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Gly

Ser

Cysa

Glu

50

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

val

Leu

Asp

Asn

Thr

Val

Glu

Trp

115

Ser

Ser

Asp

Gly Lys

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

16
193
PRT

His

Pro

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

Glu

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artificlal

Cys

Gly

vVal

Thr

Asp

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Pro

Leu

Leu

Gly

55

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Ala

Pro

Glu

40

Cys

Lys

val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Trp

Val

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu

Leu

Tyr

Glu

Asn

Val

90

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Trcp

Gly

Leu

His

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Leu

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Deascription of Artificial Sequence: mutein

16

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu

1

5

10

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro

20

25

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
1020

Leu

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser
15

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Pro Arg Leu

30

Ile Ala Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu

35

40

45



Ala

Asn
65

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Glu

50

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

Aan

Thr

Val

Glu

115

Ser

Ser

Asp

Lys

17

193
PRT
Artificial

17

Ile

vVal

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Met Gly Val His Glu

1

Leu

Ile

Ala

Asn
1)

5

Ser Leu Pro Leu

20

Cys Asp Ser l1le
as

Glu Asn Ile Thr

50

Ile Thr val Pro

Glu Val Gly Gln

85

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Gly

55

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Ly=s

Tyr

Cys

Lys

val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Cys Pro Ala

Gly Leu Pro

Val Leu Glu

40

Thr Gly Cys
55

Asp Thr Lys
70

Gln Ala Val

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Trp

Val

25

Arg

Ala

Val

Glu

Glu His

Asn Phe
75

Val Trp
90

Ala Leu

Val Asp

Ala Leu

Ala Ala

155

Arg Val
170

Glu Ala

Leu Trp

10

Leu Gly

Tyr Leu

Glu His

Asn Phe

Val Trp
S0

Cysa
60

Tyr

Gln

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Leu

Ala

Leu

Cys

€0

Tyr

Gln

Ser

Ala

Gly

val

Ala

125

Ala

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: mutein

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Leu

Trp

Leu

A=n

110

Val

Gln

Arg

AEN

Thr
190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

15

Arg

Lys

Aan

Lya

Ala
95

Glu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu



Leu Ser

Gln Pro

Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val
100 105

Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala
115 120 125

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala

130

Ala Ile

145

Thr Ala

135 140

Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu
150 155

Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser
165 170

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg

Arg

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

<220>
€223>

<400>

180 185

18

193

PRT
Artificial

Description of Artificial Sequence: mutein

16

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu

1

5 10

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val lLeu Gly Ala Pro

Ile Cys

20 25

Asp Ser Arg Ser Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser

50

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Aan Phe Tyr Ala

65

Met Glu

Leu Ser

Gln Pro

70 75

Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly
85 90

Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val
100 105

Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala
115 120 125

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala

130

135 140

Asn

110

vVal

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

Ser

Ser

Lys

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Asp

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu



Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Fro Leu Arg

145

150

155

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg vVal Tyr Ser Asn

165

170

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr

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

<220>
<223>

<400>

Met Gly Val His Glu
1

180

19

193

PRT
Artificial

185

Deacription of Artificial Sequence: mutein

19

Leu Ser Leu Pro Leu

20

Ile Cys Asp Ser Arg

as

Ala Glu Asn Ile Thr

50

65

Asn Ile Thr Val Pro

Met Glu Val Gly Gln

85

Leu Ser Glu Ala Val

100

Gln Pro Trp Glu Pro

115

Leu Arg Ser Leu Thr
130

Ala Ile Ser Pro Pro

145

Thr Ala Asp Thr Phe

165

Arg Gly Lys Leu Lys

180

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Pro

Leu

Ala

Gly

55

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Ala

Pro

Glu

Cys

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Trp .Leu Trp
10

Val

25

Arg

Ala

val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu

Tyr

Glu

Asn

Val

30

Ala

Val

Ala

Ala

Arg
170

Leu

Gly Ala

Leu

His

Phe
75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Glu Ala

Leu

Cysa

€0

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Leu

Pro

Glu

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

vVal

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Thr

Phe
175

Ile
160

Leu

Gly Asp

Ser

Arg

Lys

Asan

Lys

Ala

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe
175

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Gly Asp



<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

20
193
PRT

Axtificial

Description of Artificial Sequence: mutein

20

Met Gly Val His

1

Leu

Ile

Leu

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Arg

Arg

Ser
Cys
Glu
50

Ile
Glu
Ser
Pro
Arg
130

Ile

Ala

Leu

Asp

Aan

Thr

val

Glu

Trp

115

Ser

Ser

Asp

Gly Lys

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

21
193
PRT

Pro

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Pro

Thr

Leu
180

Glu

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artificial

Cys Pro Ala

Gly

val

Thr

Asp

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Leu

Leu

Gly

53

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Pro

Ala

40

Cys

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Thr

Trp Leu Trp Leu

Val

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

Val

90

Ala

val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

185 °

Gly Ala

Leu

His

Phe

75

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Leu

Cya

€0

Tyr

Gln

Leu

Lys

Cly

140

Pro

Tyr

Cys

Leu

Pro

Glu

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: mutein

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Leu

Leu

Glu

Glu

h:g

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Aap



<400> 21

Met Gly Val

1

Leu

Ile

Aan

65

Leu

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Arg

Arg

Ser

Cys

Glu

50

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

1

Leu

Asp

Asn

Thr

Val

Glu

115

Ser

Ser

Asp

Lys

22

193
PRT

His

Pro

20

Ser

Ile

vVal

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Prao

Thr

Leu
180

Glu

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artificial

c;g
Gly
Val
Thr
Asp
70

Gln

Leu

Thr
Asp
150

Arg

Leu

Pro

Leu

Leu

Gly

55

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Ala

Pro

Glu

40

Cys

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Thr

Trp

val

Ala

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

vVal

90

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Trp

Gly

Leu

His

Phe

5

Leu

Asp

Leu

Ala

155

val

Leu

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Leu

Pro

Glu

Ser

Ala

Gly

val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: mutein

22

10

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu
5

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro

20

25

Leu
Pro
30

Ala
Leu
Trp
Leu
Asn
110
Val
Gln
Arg

Asn

Thr
190

Leu

Ser
15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser
15

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Pro Arg Leu

30

Ile Cys Aap Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu



Ala

Aan

65

Leu

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Arg

Arg

35

Glu Aan
50

Ile Thr

Glu Val

Ser Glu

Pro Trp

115

Arg Ser

130

Ile Ser

Ala Asp

Gly Lys

<210> 23
<211> 193
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 23

Met
1

Leu

Ile

Gly Vval

Ser Leu

Cys Asp

Glu Asn

Ile Thr

Glu Val

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

Hias

Pro
20

Thr

Pro

Gln

85

vVal

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artificlal

Glu
5

Leu

Ser Arg

Ile

val

Gly

Thr
Pro

Gln

Thr Gly
55

Asp Thr
70

Gln Ala
Leu Arg
Leu Gln
Thr Leu

135

Asp Ala
150

Arg Lys

Leu Tyr

Cys Pro
Gly Leu

vVal Leu

40

Cys

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Ala

Pro

Glu

40

Cys

Lys

Val

Ala Glu

Val Asn

Glu Val
80

Gln Ala
105

His Val

Arg Ala

Ser Ala

Phe Arg

170

Gly Glu
las

His

Phe

75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Trp Leu Trp Leu

10

Val Leu

25

Glu Tyr

Ala Glu

Val Asn

Glu val

Gly

Leu

His

Phe

75

Trp

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

45

Ser

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of ‘Artificial Sequence: mutein

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Leu

Trp

Leu

Asn

110

val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Glu

Glu

Arg

B8O

Leu



85 90

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val

100 105

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala

115 120 125

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala
130 135 140

Ala Tle Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu

145

Thr Ala

150 155

Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser
165 170

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg

Arg

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

<220>
<223>

<400>

180 185

24

193

PRT
Artificial

Description of Artificial Sequence: mutein
24

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu

1

5 10

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pre

Ile Cys

20 25

Asp Ser Arg Val Leu Glu Gln Tyr Leu Leu Glu
35 40 45

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu HEis Cys Ser

50

55 60

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala

65

70 75

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly

85 80

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val

100 105

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu Hia Val Asp Lys Ala

115 120 125

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala

Asan

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
180

Leu

Pro

Ala

Leu

Trp

Leu

Aan

110

Val

Gln

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu



130

135

140

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Prec Leu Arg

145

150

155

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn

165

170

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr

Arg

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

<220>
<223>

<400>

180

25

193

PRT
Artificial

185

Description of Artificial Sequence: mutein

25

Met Gly Val His Glu

1

Leu Ser Leu Pro Leu

Ile Cys

Ala Glu

50

Asn Ile

20

Asp Ser Arg
35

Asn Ile Thr

Thr Val Pro

Met Glu Val Gly Gln

as

Leu Ser Glu Ala Val

100

Gin Pro Trp Glu Pro

115

Leu Arg Ser Leu Thr
130

Ala Ile Ser Pro Pro

145

Thr Ala Asp Thr Phe

165

Arg Gly Lys Leu Lys

Cys Pro Ala

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Leu

Leu

Gly

55

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Pro

Glu

Cys

Lys

vVal

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Thr

Trp

Val

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

Hls

Arg

Ser

Phe

Gly

Leu

10

Leu

Ala

Glu

Asan

vVal

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Trp

Gly

Leu

His

Phe
75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lya

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

190

Leu

Pro

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr

Thr

Phe

175

Gly

Ser

15

Arg

Lys

Aan

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ile
160

Leu

Asp

Leu

Glu

Glu

Arg

a0

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp



<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

26
193
PRT

180

Artificial

185

Description of Artificial Sequence: mutein

26

Met Gly Val His

1

Leu

Ile

Ala

Leu

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Arg

Arg

Ser

Cys

Glu

50

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

Leu
Asp
35

Aan
Thr
Val
Glu
115
Ser
Ser

Asp

Lys

27
193
PRT

Pro

20

Ser

Ile

val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

Glu

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

vVal

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artificial

Cys Pro Ala

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Leu

Gly

95

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Pro

Glu

40

Cys

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Trp Leu Trp
10

val

25

Arg

Ala

val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu

Phe

Glu

Asn

Val

90

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Gly

Leu

His

Phe
75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

val

Ala

Leu

Ala

Leu

Cys

€0

Tyr

Gln

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Ser

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

895

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe
175

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

8o

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Gly Asp



<220>
<223> Description of Artificial Sequence: mutein

<400> 27

Met Gly Val His

1l

Leu

Ile

Ala

Asn
65

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Ser

Cys

Glu

50

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

1

Leu

Asp

Asn

Thr

Val

Glu

115

Ser

Ser

Asp

Lys

20
193
PRT

Pro

20

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

Glu

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artificial

Cysa

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Pro

Leu

Gly

55

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Ala

Pro

Glu

Cys

Lys

val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Trp

Val

25

Arg

Ala

val

Glu

Gln

105

Hls

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu

10

Leu

Ile

Glu

Asn

Val

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Trp

Gly

Leu

His

Phe

15

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Leu

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Lys

Gly

140

Pro

Tyx

Cys

Leu

Pro

Glu

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: mutein

28

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Ser

15

Arg

Glu

Asn

Lys

Ala

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

15

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu Leu Ser Leu
5 10

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro Pro Arg Leu

20

25

30



Ile Cya

Ala Glu
50

Asn Ile
65

Met Glu

Leu Sex

Gln Pro

Leu Arg

130

Ala Ile
145

Thr Ala

Arg Gly

Arg

<210>
<211>
<212>

Asp

Asn

Thr

val

Glu

Trp

115

Ser

Ser

Asp

Lys

29
193
PRT

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Pro

Thr

Leu
180

Arg

Thr

Pro

Gln

85

val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

<213> Artificial

<220>

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Leu

Gly

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Glu Arg
40

Cys Ala

Lya Val

Val Glu

Gly Gln

105

Leu Hia

120

Leu Arg

Ala Ser

Leu Phe

Thr Gly
185

Tyr

Glu

Asn

Val

90

Ala

val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Leu Leu

His Cys
60

Phe Tyr
75

Trp Gln

Leu Leu

Aap Lys

Leu Gly

140

Ala Pro
155

Val Tyr

Ala Cys

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

<223> Description of Artificial Sequence: mutein

<400> 29

Met Gly vVal His

1

Leu Ser Leu Pro

20

Ile Cys Asp Ser

35

Ala Glu Asn Ile

50

Asn Ile Thr val

€5

Glu

5

Leu

Arg

Thr

Pro

Cys

Gly

val

Thr

Asp
70

Pro

Leu

Leu

Gly

Thr

Ala Trp

Pro Val
25

Glu Arg
40

Cys Ala

Lys Val

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

Trp Leu

Gly Ala

Leu Leu

Hia Cys

60

Phe Tyr
75

Leu

Pro

Glu

Ser

Ala

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

val

Gln

Arg

Thr
190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Glu

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

15

Arg

Ala

ABn

Lys

Glu

Glu

Arg

eo

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg
80

5\



Leu

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Arg

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>»

<400>

val

Glu

115

Ser

Ser

Asp

Lys

30

193
PRT
Artificial

30

Met Gly Val

1

Leu

Ile

Ala

Asn

65

Leu

Gln

Ser

Cys

Glu

50

Ile

Glu

Ser

Pro

Leu

Asp

kL)

Asn

Thr

Val

Glu

115

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

His

Pro

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Glu

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

val

Pro

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arq

Leu

Cys

Gly

vVal

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Pro

Leu

Leu

Gly

Thr

Ala

Arg

Gln

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Ala

Pro

Glu

40

Cys

Lys

Val

Gly

Leu
120

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Trp

Val

val

Glu

Gln

105

His

Val

30

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

Val

Ala

Val

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Trcp

Gly

Leu

His

Phe

15

Trp

Leu

Asp

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Fro

Tyr

Cysa

Leu

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: mutein

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala
125

Asn

110

val

Gin

Arg

Asn

Thr
150

Leu

Pro

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

Ser

Ser

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Leu

Ala

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly



Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala

130

135

140

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu

145

150

155

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser

165

170

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg

Arg

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

31
193
PRT

180

Artificial

185

Description of Artificial Sequence: mutein

31

Met Gly vVal Hisa
1

Leu

Ile

Ala

Leu

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Ser

Cys

Glu

50

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Leu

Asp

35

Lys

Thr

Val

Glu

Trp

115

Ser

Ser

Asp

Pro

20

Ser

Ile

val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Glu

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe
165

Cys Pro Ala

Gly

Val

Thr

Asp

Gln

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Leu

Gly

55

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Pro

Glu

Cys

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Trp Leu Trp Leu
' 10

Val

25

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Leu

Tyr

Glu

Asn

val

Ala

Val

Ala

Ala

Arg
170

Gly Ala

Leu

His

Phe

75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Ser

Gln

Arg

Asan

Thr
190

Leu

Pro

3o

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

85

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe
175

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu



Arg Gly Lys lLeu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp
180

Arg

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

3z

193
PRT
Artificial

32

Met Gly Val

1l

Leu

Ile

Leu

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Arg

Ser

Cys

Glu

50

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

Leu

Asp

35

Asn

Thr

vVal

Glu

115

Ser

Ser

Asp

Lys

<210> 33
<211> 193
<212> PRT

His

Pro

Serx

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

Glu

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Pro

Leu

Gly

55

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Ala

Pro

Glu

40

Ser

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

185

Trp

val

Arg

Ala

val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

val

Ala

vVal

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Trp

Gly

His

Phe

75

Leu

Asp

Leu

Ala

155

val

Ala

Leu

Ala

Leu

Cys

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Description of Artificial Sequence: mutein

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Thr
190

Ser
15

Arg

Lys

Lys

Ala

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe
175

Leu

Leu

Glu

Glu

Axrg

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Gly Asp



<213>

<220>
<223>

<400>

Artificial

Description of Artificial Sequence: mutein

33

Met Gly Val His

1

Leu

Ile

Asn
65

Met

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Arg

Ser

Cys

Glu

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

Leu

Asp

35

Asn

Thr

Val

Glu

115

Ser

Ser

Asp

Lys

34
193
PRT

Pro

20

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Pro

Thr

Leu
180

Glu

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lya

Artificial

Cys Pro Ala

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Leu

Gly

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Pro

Glu

40

Tyr

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Trp

Val

25

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

Val

90

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Trp

Gly

Leu

His

Phe

75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

val

Ala

Leu

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: mutein

34

Leu

Pro

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Azg

Asn

Thr
190

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lysa

Ala

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe
175

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Gly Asp

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu Leu Ser Leu

1

5

10

15

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro Pro Arg Leu



20

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu
35 40

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys
65 70

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val
85 '

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly
100

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu
115 120

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu
130 135

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala
145 150

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu
165

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr
180

Arg

<210> 235

<211> 193

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

25

Arg

Asn

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Tyr

Glu

Asn

val

S0

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Leu

His

Phe

75

Trp

Leu

Asp

Ala
155

val

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cya

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Ser

Arg

<223> Description of Artificial Sequence: mutein

<400> 35

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala
1 5

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro
20

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu
35 40

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys
50 55

Asn Ile Thr val Pro Asp Thr Lys

Trp Leu Trp Leu

10

vVal Leu Gly Ala

25

Arg Tyr Leu Leu

Ala Glu Thr Cys

60

Val Asn Phe Tyr

Leu

Pro

Glu

Ser

Ala

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

Arg

Lys

Asn

Lys

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Glu

Glu

Arg



65

Met Glu

Leu Ser

Gln Pro

Leu Arg
130

Ala Ile
145

Thr Ala

Arg Gly

Arg

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

<220>
<223>

<400>

Val

Gly

Glu Ala

Trp

115

Ser

Ser

Asp

Lys

36

153
PRT
Artificlal

36

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Met Gly Val His Glu

1

Leu Ser

Ile Cy=s

Ala Glu

50

Asn Ile

65

Mat Glu

Leu Ser

Gln Pro

Leu

Asp

35

Aan

Thr

Val

Glu

Trp

Pro

20

Ser

Ile

val

Gly

Ala

100

Glu

5

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

70

Gln Ala

Leu Arg

Leu Gln

Thr Leu
135

.Asp Ala

150

Arg Lys

Leu Tyr

Cys Pro

Gly Leu

Val Leu

Thr Gly

Asp Thr

70

Gln Ala

Leu Arg

Leu Gln

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Ala

Pro

Glu

40

Cys

Lys

Val

Gly

Leu

Glu

Gln

105

Hia

Arg

Ser

Phe

Gly
185

75

val Trp
14|

Ala Leu

val Asp

Ala Leu

Ala Ala
155

Arg Val
170

Glu Ala

Gln

Léu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Trp Leu Trp Leu
10

Val

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Leu Gly Ala

Tyr Leu

Glu His

Aan Phe
75

Val Trep
90

Ala Leu

Val Aap

Leu

Ser

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: mutein

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

Leu

Aan

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

o



115 T 120 125

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala
130 135 140

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu
145 150 155

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser
165 170

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg
180 185

<210> 37

<211> 193

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: mutein

<400> 37

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu
1 5 10

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro
20 25

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu
35 40 45

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Tyr Ser

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala
65 70 75

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly
85 90

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val
100 105

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala
115 120 125

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala
130 135 140

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu
145 150 155

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Leu

Pro

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

val

Gln

Arg

Asn

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser
15

Arg

Lys

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile
160



165

170

175

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp
190

Arg

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

<220>
<223>

<400>

180

38
193
PRT

Artificial

185

Description of Artificial Sequence: mutein

38

Met Gly Val His Glu

1

Leu Ser Leu Pro

20

Ile Cys Asp Ser

a5

Ala Glu Asn Ile

50

Lys Ile Thr Val

65

Met Glu Val Gly

Leu Ser Glu Ala

100

Gln Pro Trp Glu

115

Leu Arg Ser Leu
130

Ala Ile Ser Pro

145

Thr Ala Asp Thr

Arg Gly Lys Leu

Arg

<210>

180

39

5

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Cys Fro Ala

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Leu

Gly

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Pro

Glu

410

Cys

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Trp Leu Trp Leu
10

val

25

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu

Tyr

Glu

Asn

Val

90

Ala

val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Gly

His

Phe
75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Leu

Pro

Glu

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Leu

Pro

a0

Ala

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Thr
190

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp



<211>

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

193

PRT
Artificial

Description of Artificial Sequence: mutein

39

Met Gly Val His

1

Leu

Ile

Asn

65

Met

Leu

Gln

Ala
145

Thr

Arg

Ser

Cys

Glu

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

Leu

Asp

a5

Asn

Thr

Val

Glu

115

Ser

Ser

Asp

Lys

40
193
PRT

Pro

20

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

1lo0

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

Glu

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artificial

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Pro

Leu

Leu

Gly

55

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Ala

Pro

Glu

40

Cys

Lysa

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Trp

Val

25

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Val

Ala

val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Gly

Leu

His

Phe

75

Leu

Asp

Leu

Ala

155

val

Ala

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Leu

Pro

Glu

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Deacription of Artificial Sequence: mutein

40

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Lys

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Ser
15

Arg

Lys

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu Leu Ser Leu

1

5

10

15

4



Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro
20 25

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu
35 40 45

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser

Asn Ile Thr Val Asn Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala
65 70 75

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val
100 105

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala
115 120 125

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala
130 135 140

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu
145 150 155

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser
165 170

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg
180 185

Arg

<210> 41
<211> 193
<212> PRT
<213>» Artificial

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: mutein

<400> 41
Met Gly Val His Glu Cys PFro Ala Trp Leu Trp Leu Leu
1 5 10

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Prc
20 25

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu
35 40 45

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cya Ser
50 55 60

Pro

30

Ala

Leu

Tzp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Glu

Glu



Asn Ile
Met Glu
Leu Ser
Gln Pro
Leu Arg

130
Ala Ile
145
Thr Ala
Arg Gly

Arg

<210>

Thr

Val

Glu

Tep

115

Ser

Ser

Asp

Lys

42

<211> 193
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 42

Val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

Met Gly Val His

1

Leu Ser

Ile Cys

Ala Glu
50

Asn Ile
65

Met Glu

Leu Ser

Leu

Asp

kL

Aan

Thr

Val

Glu

Pro

Ser

Ile

Val

Gly

Ala
100

Ala

Gln

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artificial

Glu

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

Val

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Cya

Gly

vVal

Thr

Ala

70

Gln

Thr Lys
Ala Val
Arg Gly
Gln Leu

120

Leu Leu
135
Ala Ala

Lys Leu

Tyr Thr

Pro Ala

Leu Pro

Leu Glu
40

Gly Cys
55
Thr Lys

Ala Val

Arg Gly

vVal

Glu

Gln

105

Hia

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Trp

Val

25

Arg

Ala

Val

Glu

Gln
105

Asn

val

90

Ala

val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Leu

Leu

Tyr

Glu

Phe

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Trp

Gly

Leu

His

Phe

Trp

Leu

Tyr

Gln

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Leu

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: mutein

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Tep

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Thr
190

Pro

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn
110

Lys

Ala

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

Ser

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser



Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala

115 120 125

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala
130 135 - 140

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu

145

150 155

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser

165 170

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg

Arg

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

<220>
<223>

<400>

180 185

43

193

PRT
Artificlal

Description of Artificial Sequence: mutein

43

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu

1

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro

Ile Cys

20 25

Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu
35 40 415

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser

55 60

Asn Ile Thr Val Pro Asp Ile Lys Val Asn Phe Tyr Ala

70 75

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly

85 50

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val

100 105

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His.Val Asp Lys Ala

115 120 ¥ ' 125

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala
130 135 140

Ala TIle Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu

145

150 155

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

val

Gln

Arg

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

8o

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile
160



Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys lLeu Phe Arg Val Tyr Ser Asn Phe Leu

165

170

175

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp

Arg

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

44

193
PRT
Artificial

44

Met Gly Val

1

Leu

Ile

Ala

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Arg

Ser

Cys

Glu

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

Leu

Asp

35

Asn

Thr

Val

Glu

115

Ser

Ser

Asp

Lys

180

His

Pro

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Pro

Thr

Leu
180

Glu

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

185

Lys

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Pro

Leu

Leu

Gly

55

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

185

Ala Trp

Pro Val

Glu Arg

40

Cys Ala

Asp Val

Val Glu

Gly Gln

105

Leu His

120

Leu Arg

Ala Ser

Leu Phe

Thr Gly
185

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

val

S0

Ala

val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Trp

Gly

Leu

His

Phe

75

Trp

Asp

Leu

Ala

155

val

Ala

Leu

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lya

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Description of Artificlal Sequence: mutein

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

190

Leu

Pro

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Aan

Thr
190

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe
175

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

ao

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Gly Asp



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

<220>
<223>

<400>

45
183
PRT

Artificial

Description of Artificial Sequence: mutein

45

Met Gly Val His Glu

1

Leu Ser

Ile Cya

Ala Glu
50

Asn Ile
65

Met Glu

Leu Ser

Gln Pro

Leu Arg
130

Ala Ile
145

Thr Ala

Leu

Asp

Asn

Thr

Val

Glu

115

Ser

Ser

Asp

Arg Gly Lys

Arg

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

<220>
<223>

<400>

46
193
PRT

Pro

20

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

5

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artificial

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Pro Ala

Leu Pro

Leu Glu

Gly Cys

55

Thr Ala

Ala Val

Arg Gly

Gln Leu

120

Leu Leu

135

Ala Ala

Lys Leu

Tyr Thr

Trxp

Val

25

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu
10

Leu

Tyr

Glu

Val
90

Ala

Val

Ala

Arg
170

Glu

Trp

Gly

Leu

His

Phe
75

Trp

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Leu

Ala

Leu

Cys

60

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Leu

Pro

Glu

Ser

Ala

Gly

val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: muteln

46

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe
175

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Gly Asp

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu Leu Ser Leu



Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu

Ile Cys

20 25

Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr
35 40

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu

50

55

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Ala Asn

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val

85 80

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala

100 105

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val

115 120

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala

130

135

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala

145

150

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg

165 170

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu

Arg

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

<220>
<223>

<400>

180 185

47

193

PRT
Artificial

Gly Ala

Leu Leu

His Cys

60

Phe Tyr

Trp Gln

Leu Leu

Asp Lys

Leu Gly

140

Ala Pro
155

Val Tyr

Ala Cys

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: mutein

47

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu

1

S 10

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu

20 25

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr
as 40

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cya Ala Glu

Trp Leu

Gly Ala

Leu Leu

His Cys

Leu

Pro

Glu

Ser

Pro

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

1io0

Val

Gln

Arg

Thr
190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

85

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu



Leu

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Arg

50

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

Thr

Val

Glu

115

Ser

Ser

Asp

Lys

48

193
PRT
Artificial

48

Val Pro

Gly Gln
a5

Ala Val
100

Glu Pro

Leu Thr

Pro Pro

Thr Phe

165

Leu Lys
1e0

Met Gly Val His Glu

1

Leu

Ile

Ala

Asn

65

Leu

Ser

Cys

Glu

Ile

Glu

Ser

Leu

Asp

35

Aan

Thr

Val

Glu

5

Pro Leu
20

Ser Arg

Ile Thr

Val Pro

Gly Gln

85

Ala Vval

Asp

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

55

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Pro

Leu

Leu

Gly

Thr

Ala

Arg

Lys

val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Ala

Pro

Glu

40

Cys

Lys

Val

Gly

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Trp
Val

25

Arg

Val

Glu

Gln

Ala

Val

90

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

Val

90

Ala

&0

Phe Tyr Ala
75

Trp Gln Gly

Leu Leu Val

Asp Lys Ala
125

Leu Gly Ala
140

Ala Pro Leu
155

Val Tyr Ser

Ala Cys Arg

Description of Artlificial Sequence: mutein

Trp Leu Leu

Gly Ala Pro

Leu Leu Glu
45

His Cys Ser
60

Ile Tyr Ala
75

Trp Gln Gly

Leu Leu Val

Trp

Leu

Asn

110

val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Asn

Lys

Ala

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser
i5

Arg

Lysa

Lys

Ala
95

Ser

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser



100

Gln Pro Trp Glu Pro

ils

Leu Arg Ser Leu Thr

130

Ala Ile Ser Pro Pro

145

Thr Ala Asp Thr Phe

165

Arg Gly Lys Léu Lys

Arg

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

<220>
<223>

<400>

49

193
PRT
Artificial

49

Met Gly Val

1

Leu Ser

Ile Cys

Ala Glu
50

Asn Ile

65

Met Glu

Leu Ser

Gln Pro

130

Ala Ile

Leu

Asp

35

Asn

Thr

Val

Glu

115

Ser

Ser

180

His Glu

Pro Leu

20

Ser Arg

Ile Thr

vVal Pro

Gly Gln

Ala Val

100

Glu Pro

Leu Thr

Pro Pro

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Pro

Leu

Leu

Gly

55

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Ala

Pro

Glu

40

Cys

Lys

val

Gly

Leu

120

Ala

105

His

Arg

Ser

FPhe

Gly
185

Trp

Val

25

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

Val

90

Ala

Val

Ala

Ala

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Trp

Gly

Leu

His

Ala

75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Leu

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificlal Sequence: mutein

Leu

Pro

Glu

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

i5

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

Ser

Ser

Lys

Thr

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

B0

Leu

Serx

Gly

Glu

Ile



145 150 155 160

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn Phe Leu
165 170 175

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp
1g0 185 190

Arg

<210> 50
<211> 193
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: mutein

<400> 50
Met Gly Val Hia Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu Leu Ser Leu
1 5 10 15

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro Pro Arg Leu
20 25 30

Ile Cys Aap Ser Arqg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu

Ala Glu Aan Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu Hias Cys Ser Leu Asn Glu
50 55 60

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Ala Ala Trp Lys Arg
65 70 75 80

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly Leu Ala Leu
a5 S0 95

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val Asn Ser Ser
100 105 110

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala Val Ser Gly
115 120 125

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala Gln Lys Glu
130 135 140

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg Thr Ile
145 150 155 160

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn Phe Leu
165 170 175

Arg Gly Lya Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp
180 185 190



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

<220>
<223>

<400>

Met Gly
1

Leu Ser

Ile Cys

Ala Glu
50

Asn Ile
65

Met Glu

Leu Ser

Gln Pro

Leu Arg
130

Ala Ile
145

Thr Ala

Arg Gly

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

<220>
<223>

<400>

51
193
PRT

Artificial

Description of Artificial Sequence: mutein

51

Val

Leu

Asp

AsBn

Thr

val

Glu

Trp

115

Ser

Ser

Asp

Lys

52
193
PRT

His

Pro

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

Glu

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artificial

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Pro

Leu

Gly

55

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Ala

Pro

Glu

Cys

Lys

Val

Gly

Leu

120

Ala

Leu

Thr

Trp

Val

25

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

Val

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Trp Leu

Gly Ala

Leu Leu

His Cys
60

Phe Ser
15

Trp Gln

Leu Leu

Asp Lys

Leu Gly

140

Ala Pro
155

Val Tyr

Ala Cys

Leu

Pro

Glu

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Deacription of Artificial Sequence: mutein

52

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp



Leu

Ile

Ala

Asn

65

Leu

Gln

Ala
145

Thr

Gly

Ser

Cys

Glu

50

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

Val

Leu

Asp

35

Asn

Thr

Val

Glu

115

Ser

Ser

Asp

Lys

53

193
PRT

53

His

Pro

20

Ser

Ile

val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

Glu

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

vVal

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artificial

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Pro Ala

Leu Pro

Leu Glu
40

Gly Cys
55

Thr Lys

Ala Val

Arg Gly

Gln Leu

120

Leu Leu

135

Ala Ala

Lys Leu

Tyr Thr

Trp

val

25

Arg

Ala

val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Aan

val

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Trp

Gly

Leu

His

FPhe
75

Trp

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Leu

Ala

Leu

Cys

60

TYEr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyx

Cys

Leu

Pro

Glu

Ser

Gly

val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: mutein

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu

1

5

10

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro

20

25

Leu Ser

15

Pro Arg

Ala Lys

Leu Asn

Phe Lys

Leu Ala

Asn Ser

110

Val Ser

Gln Lys

Arg Thr

Asn Phe
175

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

le0

Leu

Thr Gly Asp

130

Leu Ser
15

Pro Arg
30

Leu

Leu

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu

35

40

45



Ala

Leu

Gln

Ala
145

Thr

Arg

Glu

S0

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

Aan

Thr

Val

Glu

115

Ser

Ser

Asp

Lya

54

193
PRT
Artificial

54

Ile Thr

Val Pro

Gly Gln

Ala Val

100

Glu Pro

Leu Thr

Pro Pro

Thr Phe

165

Leu Lys
180

Met Gly Val His Glu

1

Leu

Ile

Ser

Cys

Glu

50

Ile

Glu

Leu

Asp

35

Asn

Thr

Val

5

Pro Leu

20

Ser Arg

Ile Thr

Val Pro

Gly Gln
85

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Gly

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Cys

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Ala

val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Glu

Val

S0

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Cys Pro Ala Trp Leu

10

Gly Leu Pro Val Leu

25

Val Leu Glu Arg Tyr
40

Thr Gly Cyas Ala Glu

55

Asp Thr Lys Val Asn
70

Gln Ala Val Glu Val

80

His

Phe

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Trp

Cys

Tyr

Gln

Leu

Lya

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Leu

Gly Ala

Leu

His

Phe
15

Trp

Leu

Cya

Tyr

Gln

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: mutein

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Leu

Asn

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lysa

Thr

Phe

175

Gly

Ser

Arg

Lys

Asn

Ala

Ala

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu



Leu Ser

Gln Pro

Leu Arg
130

Ala Ile
145

Thr Ala

Arg Gly

Arg

<210>
<211>
<212>

Glu

115

Ser

Ser

Asp

Lys

55
193
PRT

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

<213> Artificial

<220>
<223>

<400>
Met Gly
1

Leu Ser

Ile Cys=s

Asn Ile

65

Met Glu

Leu Ser

Gln Pro

130

55

Val

Leu

Asp

35

Asn

Thr

Val

Glu

115

Ser

Hls

Pro

20

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Glu

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

Vval

Pro

Thr

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

70

Asan

Leu

Thr

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Pro

Leu

Gly

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu
135

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Ala

Pro

Glu

Cys

Lys

val

Gly

Leu

120

Leu

Gln

105

His

Arg

Jer

Phe

Gly
185

Trp
val

25

Arg

val

Glu

Gln

105

Hin

Arg

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

vVal

90

Ala

Val

Ala

Len

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Trp

Gly

Leu

His

Phe

75

Trp

Leu

Asp

Leu

Leu Val

Lys Ala
125

Gly Ala

140

Pro Leu

Tyr SBer

Cys Arg

Description of Artificial Sequence: mutein

Leu Leu

Ala Pro

Leu Glu

Cys Ser

Tyr Ala

Gln Gly

Leu val

Lys Ala

125

Gly Ala
140

ABn

110

val

Gln

Arg

Aan

Thr
190

Leu

Pro

30

Ala

Trp

Leu

Aan

110

Val

Gln

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

15

Arg

Lysa

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu



Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg

145

150

155

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn

165

170

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr

Arg

<210>
<211>»
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

56

183
PRT
Artificial

56

180

Met Gly Val His Glu

1

Leu Ser

Ile Cys

Ala Glu

50

Asn Ile

Met Glu

Leu Ser

Gln Pro

Leu Arg

130

Ala Ile
145

Thr Ala

Arg Gly

Leu

Aap

Asn

Thr

Val

Glu

Trp

115

Ser

Ser

Asp

Lys

Pro

20

Ser

Ile

val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

5

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Cys

Gly

val

Thr

Asp

Gln

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Pro Ala

Leu Pro

Leu Glu
40

Gly Cys
55

Thr Lys

Ala Val

Arg Gly

Gln Leu

120

Leu Leu

135

Ala Ala

Lys Leu

Tyr Thr

185

Trp

Val

25

Arg

Ala

val

Thr

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu

Leu

Tyr

Glu

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Trp

Gly

Leu

His

Phe

75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

val

Ala

Leu

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Description of Artificial Sequence: mutein

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Ser

Arg

190

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Thr
Phe

175

GIy

Ser

Arg

Lys

Lys

Ala

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ile
160

Leu

Asp

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp



Arg

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

57
193
PRT

57

Artificial

Met Gly Val His Glu

1

Leu

Ile

Ala

Asn
65

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Jer

Cys

Glu

50

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

Leu

Asp

Asn

Thr

val

Glu

115

Ser

Ser

Asp

Lys

58
153
PRT

Pro

20

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Pro

Thr

Leu
180

5

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artificial

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Thr

Asp

150

Arg

Len

Pro

Leu

Leu

Gly

55

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Ala

Pro

Glu

Cyn

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Trp Leu Trp Leu
10

Val

25

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
1B5

Leu

Tyr

Glu

Asn

val

90

Ala

val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Gly

Leu

His

Phe

75

Trp

Asp

Leu

Ala

155

val

Ala

Ala

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cya

Deacription of Artificial Sequence: mutein

Leu

Pro

Glu

Ser

Ala

Gly

val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Azg

Description of Artificial Sequence=.mutein

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Ser

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
1920

Ser

Arg

Lysa

Asn

Lys

Ala

85

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp



<400> 58

Met Gly Val

1

Leu

Ile

Ala

Aan

65

Ala

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Arg

Ser

Cys

Glu

30

Ile

Glu

Ser

Pro

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

1

Leu

Asp

35

Asn

Thr

Val

Glu

115

Ser

Ser

Asp

Lys

59
193
PRT

Hisa

Pro

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

Glu

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artificial

Cys

Gly

vVal

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Pro

Leu

Leu

Gly

55

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Ala

Pro

Glu

Cys

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Trp

val

Azrg

Ala

val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu

Leu

Tyr

Glu

Asn

Val

90

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Tep

Gly

Leu

His

Phe
75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Leu

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Pro

Tyr

Cys

Leu

Pro

Glu

Ser

Ala

Gly

val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: mutein

59

5

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu
10

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro

20

25

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
150

Leu

Ser

Arg

Lys

Aan

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser
15

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Pro Arg Leu

30

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu



35 40 45

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala

65

70 75

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly

85 90

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val

100 105

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Arg Lys Ala

115 120 125

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala
130 135 140

Ala Ile Ser Pro Pro Aap Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu

145

150 155

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser

165 170

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg

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

<220>
<223>

<400>

180 185

60

1983

PRT
Artificial

Description of Artificial Sequence: mutein

60

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu

1

5 10

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro

20 25

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu

35 40 45

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser

50

55 50

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Aan Phe Tyr Ala

65

70 75

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu vVal Trp Gln Gly

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Aan

Thr
190

Leu

Pro

Ala

Leu

Tzp

Leu

Asn

Lys

Ala

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser
15

Arg

Lys

Lys

Ala

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Asp

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu



Leu Ser

Gin Pro

Leu Arg

130

Ala Ile

145

Thr Ala

Arg Gly

Arg

<210>
<211>

Glu

Trp

115

Ser

Ser

Asp

Lys

61
193

<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400>

61

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artificial

Met Gly Val His Glu

1

Leu Ser

Ile Cys

Ala Glu

Asn Ile

Met Glu

Leu Ser

Gln Pro

Leu Arg

Leu

Asp

Asn

Thr

vVal

Glu

Trp
115

Ser

Pro

20

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

5

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

Val

Pro

Thr

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Cys

Gly

val

Thr

Asp

Gln

Leu

Leu

Thr

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lya

Tyr

Pro

Leu

Leu

Gly

55

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Ala

Pro

Glu

40

Cys

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

S0

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Leu Leu

Asp Ala

Leu Gly
140

Ala Pro
155

Val Tyr

Ala Cysa

Trp Leu Trp Leu
10

vVal

25

Arg

Ala

val

Glu

Gln

105

His

Arg

Leu

Tyr

Glu

Aan

Val

90

Ala

Val

Ala

Gly Ala

Leu Leu

His Cysa
&0

Phe Tyr
75

Trp Gln

Leu Leu

Asp Lys

Leu Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: mutain

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

val

Ala

125

Ala

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

val

Gln

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Arg

Lys

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu



130

135

140

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg

145

150

155

Thr Ala Asp Thr Phe Arqg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn

165

170

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr

Arg

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

<220>
<223>

<400>

180

62

1583

PRT
Artificial

185

Deacription of Artificial Sequence: mutein

62

Met Gly Val His Glu

1

Leu Ser Leu Pro Leu'

5

20

Ile Cys Asp Ser Arg

35

Ala Glu Aan Ile Thr

Aan Ile Thr vVal Pro

65

Met Glu Val Gly Gln

Leu Ser Glu Ala Val

100

Gln Pro Trp Glu Pro

115

Leu Arg Ser Leu Thr
130

Ala Ile Ser Pro Pro

145

Thr Ala Asp Thr Phe

165

Arg Gly Lys Leu Lys

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Pro Ala

Leu Pro

Leu Glu

Gly Cys

Thr Lys

Ala val

Arg Gly

Gln Leu

120

Leu Leu

135

Ala Ala

Lys Leu

Tyr Thr

Trp

val

25

Arg

Ala

val

Glu

Gln

105

Hisa

Arg

Ser

Phe

Gly

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

val

80

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Trp

Leu

Gly Ala

Leu

His

Phe

75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Leu

Pro

Glu

Ser

Ala

Gly

Vval

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr

Thr

Phe
175

Gly

Ser
15

Arg

Lys

Asn

Lysa

Ala

85

Ser

Glu

Lysa

Thr

Phe

175

Gly

Ile
160

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

eo

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp



Arg

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

<220>
<223>

<400>

63
193
PRT

180

Artificial

185

Deacription of Artificial 3equence: mutein

63

Met Gly Val His Glu

1

Leu Ser

Ile Cys

S0

Asn Ile

Met Glu

Leu Ser

Gln Pro

Leu Arg
130

Ala Ile
145

Thr Ala

Arg Gly

Arg

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

Leu

Asp

Asn

Thx

Val

Glu

Trp

115

Ser

Ser

Asp

Lys

64
153
PRT

Pro

20

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

1c0

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

5

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

val

Pro

Thr

Pro

Phe

163

Lys

Artificial

Cys Pro Ala

Gly

Val

Thr

Asp

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Leu

Gly

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Pro

Glu

Cya

Lys

vVal

Gly

Leu

120

Leu

Leu

Thr

Trp Leu Trp Leu
10

val
25

Arg

val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu

Tyr

Glu

Asn

Val

S0

Ala

val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Gly Ala

Leu Leu

His Cys
60

Phe Tyr
75

Trp Gln

Leu Leu

Asp Lys

Leu Gly

140

Ala Pro
155

Val Tyr

Ala Cys

Leu

Pro

Glu

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

190

Leu

Pro

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Ser

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ala

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp



<220>

<223> Description of Artificlal Sequence: mutein

<400>

64

Met Gly Val Hias Glu Cys Pro Ala

1

Leu Ser
Ile Cys

Ala Glu
50

Asn Ile
65

Met Glu
Leu Ser
Gln Pro

Leu Arg
130

Ala Ile
145

Thr Ala
Arg Gly
Arg

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

<220>
<223>

<400>

1

Leu

Asp

Aan

Thr

Val

Glu

115

Ser

Ser

Asp

Lys

65
153
PRT

Pro

Ser

Ile

val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

5

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

a5

val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artificial

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Leu

Leu

Gly

55

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Pro

Glu

40

Cya

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Trp

Val

25

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

vVal

Ala

vVal

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Trp Leu Leu

Gly Ala

Leu

His

Phe

75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Leu

Cys

4]

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ale

Leu

Ser

Arg

Deacription of Artificial Sequence: mutein

65

5

Leu

Pro

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

val

Gln

Arg

Asn

Thr
150

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Thr

Lys

Thr

Phe

175

Gly

i5

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp lLeu Leu Leu Ser Leu
10

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro Pro Arg Leu

20

25

30



Ile

Ala

Asn

65

Met

Leu

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Cys

Glu

Ile

Glu

Jerx

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

1

Asp Ser
35

Asn Ile

Thr val

Val Gly

Glu Ala
100

Trp Glu
115

Ser Leu

Ser Pro

Asp Thr

Lys Leu
180

66
193
PRT

Arg

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artificial

vVal Leu

Thr Gly
55

Asp Thr
70

Gln Ala

Leu Arg

Leu Gln

Thr Leu

135

Asp Ala
150

Arg Lys

Leu Tyr

Glu

40

Cys

Lya

val

Gly

Leu

120

Leu

Leu

Thr

Arg Tyr Leu

Ala Glu His

Val Asn Phe
75

Glu Val Trp
90

Gln Ala Leu
105

His Val Asp

Arg Ala Leu

Ser Ala Ala
155

Phe Arg Val
170

Gly Glu Ala
1685

Leu

Cys

&0

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Cys

Glu

45

Ser

Ala

Gly

val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: mutein

66

Met Gly Val His Glu Cys Pro
5

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu

20

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu
35

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly

50

S5

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr

65

70

Ala

Pro

Glu

40

Cysa

Lys

Trp Leu Trp Leu Leu

10

Val Leu Gly Ala Pro

25

Arg Tyr Leu Leu Glu

45

Ala Glu His Cys Ser

€0

Val Asn Phe Tyr Ala

75

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Sex

Arg

Lys

Asn

Lys

Glu

Glu

Axrg

80

Ser

Ala

Glu

Ile

160

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg
80



Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val

100 105

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala

115 120 125

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala

130

135 140

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu

145

150 155

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser

165 170

Arg Gly Lys Leu Lya Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg

Arg

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

<220>
<223>

<400>

180 185

67

193

PRT
Artificial

Description of Artificial Sequence: mutein

67

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu

1

5 10

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro

Ile Cya

20 25

Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu
35 40 45

Ala Glu Aan Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cya Ser

50

Asn Ile Thr Val Pro Aap Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala

70 75

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly

85 80

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val

100 105

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala

115 120 125

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
130

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

val

Ala

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Leu

Ser

Ile

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly



Ala Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu
130 135

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala
145 150 155

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val
165 i70

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala
180 185

<210> 68

<211> 1853

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Ala

Len

Ser

Arg

<223> Description of Artificial Sequence: mutein

<400> 68

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp
1 5 10

Leu

Leu Ser Leu Prc Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala

20 25

Ile Cys Aap Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu
35 40

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe
65 70 75

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp
B85 90

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu 1

100 105

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp
115 120

Leu Ala Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu
130 135

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala
145 150 155

Thr Ala Aap Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val
165 170

Leu

Cyn

60

Tyr

Gln

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Leu

Pro

30

Ala

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe
175

Glu
Ile

160

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu



Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp

Arg

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

69

193
PRT
Artificial

180

Met Gly Val His Glu

1

Leu

Ile

Ala

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Arg

Ser

Cysa

Glu

50

Ile

Glu

Ser

Pro

Glu

130

Ile

Ala

Gly

Leu

Asp

Asn

Thr

Val

Glu

Txp

115

Ser

Ser

Asp

Lys

Pro

20

Serx

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu

. 180

<210> 70
<211> 193
<212> PRT

5

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Cys Pro Ala

Gly

Val

Thr

Asp

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Gly

35

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyx

Pro

Glu

Cys

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

185

Trp
Val

25

Arg

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu Trp
10

Leu

Leu Gly Ala

Tyr Leu

Glu His

Asn Phe

Val Trp

Ala Leu

Val Asp

Ala Leu

Ala Ala

155

Arg Val
170

Glu Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Tyr

Cya

Description of Artificlal Sequence: mutein

Leu

Pro

Glu

Ser

Ala

Gly

val

Ala

125

Ala

Ser

Arg

190

Leu

Pro

30

Ala

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

Ser

Ser

Lys

Thx

Phe

175

Gly

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

80

heu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp



<213>

<220>

<223>

<400>

70

Artificial

Met Gly Val His Glu

1

Leu

Ile

Ala

Asn

65

Met

Leu

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Arg

Arg

Ser

Cys

Glu

50

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

1

Leu

Asp

Asn

Thr

Val

Glu

115

Ala

Ser

Asp

Lys

71

193
PRT

Pro

20

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

5

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artifleial

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Pro Ala

Leu Pro

Leu Glu

Gly Cys

55

Thr Lys

Ala Val

Arg Gly

Gln Leu

120

Leu Leu

135

Ala Ala

Lys Leu

Tyr Thr

Trp
Val

25

Arg

Val

Glu

Gln

105

Hia

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

Val

90

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Trp

Gly

Leu

His

Leu

Leu

Cys

- 60

Asp

Leu

Ala

155

val

Ala

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Description of Artificial Sequence: mutein

Leu

Pro

Glu

Ser

Ala

Gly

val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: mutein

71

10

Leu

Pro

Ala

Trp

Leu

Asn

110

val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

15

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Asp

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu Leu Ser Leu
5

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro Pro Arg Leu



Ile

Aan

65

Leu

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Arg

Arg

Cys

Glu

50

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

Asp

35

Asn

Thr

Val

Glu

115

Ile

Ser

Asp

Lya

72
193
PRT

20

Ser

Ile

vVal

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

Arg

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artificial

val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thx

Asp

150

Arg

Leu

Leu Glu
40

Gly Cys
55

Thr Lys

Ala Val

Arg Gly

Gln Leu

120

Leu Leu

135

Ala Ala

Lys Leu

Tyr Thr

25

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Tyx

Glu

Asn

Val

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Leu

His

Leu

Asp

Leu

Ala

155

val

Ala

Leu

Cys

€0

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cya

Glu

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: mutein

72

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala

1

5

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu
35

20

40

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys
55

50

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys

Trp Leu Trp Lesu Leu

10

Val Leu Gly Ala Pro

25

Arg Tyr Leu Leu Glu

45

Ala Glu His Cys Ser

60

Val Asn Phe Tyr Ala

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

15

Arg

Lys

Aan

Lys

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Glu

Glu

Axg



65

70 75

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly

as 90

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val

100 105

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala

115 120 125

Leu Arg Ser Ala Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala
130 135 140

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu

145

150 155

Thr Ala Asp Thr Phe Arqg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser

165 170

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arzg

Arg

<210>
<21l1>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

180 185

73

193

PRT
Artificial

Description of Artificial Sequence: mutein
73

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu

1

5 10

Leu Ser Leu Fro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro

20 25

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu

35 410 45

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser

50

55 60

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala

65

70 75

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Vel Glu Val Trp Gln Gly

85 90

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val

100 105

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Vval Asp Lys Ala

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Leu

Pro

3o

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn
110

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

Arg

Lys

Asn

Lya

Ala

95

Ser

Ser

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly



115 120 125

Leu Arg Ser Leu Ala Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala

130

135 140

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu

145

150 155

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser

165 170

Arg Gly Lya Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg

Arg

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

<220>
<223>

<400>

180 185

74

193

PRT
Artificial

Description of Artificial Sequence: mutein
74

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp leu Trp Leu Leu

1

5 10

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro

Ile Cys

20 25

Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu
35 40 45

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu Hia Cys Ser

S0

55 60

Asan Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala

65

70 15

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly

Leu Ser

Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val
100 105

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala

115 120 125

Leu Arg Ser Leu Ile Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala

130

135 140

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu

145

Thr Ala

150 155

Aap Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser

Gln

Arg

Aan

Thr
130

Leu

Pro

Ala

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Lya

Thr

Phe

175

Gly

Ser

15

Arg

Lys

Aan

Lys

Ala

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

\O\[Y



165

170

175

Arg Gly Lys Leu Lya Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cya Arg Thr Gly Asp

Arg

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

75

193
PRT
Artificial

75

180

Met Gly Val His Glu

1

Leu

Ile

Ala

Asn

65

Met

Leu

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Arg

Arg

Ser

Cya

Glu

50

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

Leu

Asp

35

Asn

Thr

Val

Glu

115

Ser

8er

Asp

Lys

<210> 76

Pro

20

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

5

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

8s

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Ala

Asp

150

Arg

Leu

Pro

Leu

Gly

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Ala

Pro

Glu

40

Cys

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Thr

185

Trp Leu Trp Leu

Val

25

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

val

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Gly

Leu

His

Phe

TIp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Ala

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Deacription of Artificial Sequence: mutein

Leu

Prc

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Serx

Arg

1%0

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
1¢0

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp



<211>

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

193

PRT
Artificial

Description of Artificlial Sequence: mutein

76

Met Gly Val

1

Leu

Ile

Aan

65

Leu

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Arg

Ser

Cys

Glu

S0

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

1

Leu

Asp

35

Asn

Thr

val

Glu

Trp

115

Ser

Ser

Asp

Lys

77
193
PRT

His

Pro

20

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

Glu

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

a5

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artificlal

Cys

Gly

val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Asp

150

Arg

Leu

Pro Ala

Leu Pro

Leu Glu
40

Gly Cys
55

Thr Lys

Ala Vval

Arg Gly

Gln Leu

120

Leu Leu

135

Ala Ala

Lys Leu

Tyr Thr

Trp

Val

25

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu

10

Tyr

Glu

Asn

Vval

90

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Trp

Gly

His

Phe

75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Leu

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Deacription of Artificial Seguence: mutein

11

5

Leu

Pro

30

Ala

Len

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Ser Leu
15

Arg Leu

Lys Glu

Aan Glu

Lys Arg
80

Ala Leu
95

Ser Ser

Ser Gly

Lys Glu

Thr Ile
160

Phe Leu
175

Gly Asp

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu Leu Ser Leu
10

15



Leu

Ile

Ala

Asn

65

Ley

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Arg

Arg

Ser

Cys

Glu

50

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

Leu

Asp

35

Asn

Thr

Val

Glu

Trp

115

Ser

Ser

Asp

Lys

78
193
PRT

78

Pro

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artificial

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Thr

150

Arg

Leu

Leu

Gly

55

Thr

Ala

Arg

Gln

Lys

135

Ala

Lys

Tyr

Pro

Glu

40

Cys

Lys

vVal

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Val

25

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu

Tyr

Glu

Asn

Val
90

Ala

val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Gly

Leu

His

Phe
75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Ala

Leu

Cys

€0

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificlal Sequence: mutein

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu

1

5

10

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro

20

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu
35

25

Glu Arg Tyr Leu Leu Glu

40

45

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser

50

55

60

Pro

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Aan

Thr
190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

15

Arg

Ly=s

Asan

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Ser

Gly

Glu

Ile

1€0

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu



Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly

85 90

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val

100 105

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala

115 120 125

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Ala Leu Arg Ala Leu Gly Ala
130 135 140

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu

145

150 155

Thr Ala Aap Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser

165 170

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg

Arg

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

<220>
<223>

<400>

180 185

79

193

PRT
Artificlal

Description of Artificlal Sequence: mutein

79

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu

1

5 10

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro

Ile Cysa

Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu
35 40 45

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala

65

70 15

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly

85 90

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val

100 105

Trp

Asn

110

val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Pro

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn
110

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

Arg

Lys

Asn

Lysa

Ala

95

Ser

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser



Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala

115 120 125

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Ser Leu Arg Ala Leu Gly Ala
130 135 140

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala 2ro Leu

145

150 155

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser

165 170

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg

Arg

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

<220>
<223>

<400>

1

180 165

80

193

PRT
Artificial

Description of Artificial Sequence: mutein

80

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu
10

5

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro

Ile Cys

20 25

Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu
35 40 45

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser

50

55 60

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala

65

70 75

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly

85 90

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val

100 105

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala

115 120 125

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala
130 135 140

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu

145

150 155

val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Leu

Pro

30

Ala

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Ala

Thr

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile
160



Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arqg Val Tyr Ser Asn Phe Leu

165

170

175

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp
190

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>»

<220>
<223>

<400>

180

o1
193
PRT

Arcificial

185

Deacription of Artificial Sequence: mutein

81

Met Gly Val His

1

Leu Ser Leu Pro

Ile Cys Asp Ser

35

Ala Glu Aan Ile

50

Asn Ile Thr val

Met Glu Val Gly

Leu Ser Glu Ala

100

Gln Pro Trp Glu

115

Leu Arg Ser Leu
130

Ala Ile 3er Pro

145

Thr Ala Asp Thr

Arqg Gly Lys Leu

180

Glu

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Pro

Leu

Leu

Gly

55

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Ala

Pro

Glu

Cys

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Leu

Thr

Trp

Val

25

Arg

Ala

val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ala

Phe

Gly
185

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

Val

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Gly

Leu

Hisa

Phe

75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Leu

Ala

Leu

Cysa

60

Tyx

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Len

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Ser

Arg

Lys

Asn

Lysa

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Asp



<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

82
193
PRT

Artificial

Daescription of Artificlial Sequence: mutein

Met Gly Val His

1

Leu

Ile

Ala

Asan

65

Leu

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Arg

Arg

Ser

Cys

Glu

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Asp

Asn

Thr

Val

Glu

115

Ser

Ser

Asp

Gly Lys

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

83
193
PRT

Pro

20

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

Glu

Leu

Arg

Thr

I;IO

Gln

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artificial

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Pro

Gly

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Ala

Pro

Glu

40

Cys

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Leu

Thr

Trp

Vval

25

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

val

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Trp

Leu

Gly Ala

His

Phe

75

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Leu

Cys

&0

Tyr

Gln

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: mutein

a3

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Ala

Phe

175

Gly

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Asp

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu Leu Ser Leu



Leu

Ile

Ala

Asn

65

Leu

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Arg

Arg

Ser

Cys

Glu

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

1

Asp

Asn

Thrx

Val

Glu

Trp

115

Ser

Ser

Asp

Lys

84

193
PRT
Artificial

64

Pro

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Leu
180

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Gly

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Pro

Glu

Cys

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

val

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Axg

Ser

Phe

Gly
185

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

Val

50

Ala

val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Gly

Leu

His

Phe

15

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Ala

Leu

Cys

50

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Cys

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: mutein

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu
5 10

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu
40

a5

20

25

45

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser

Pro

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Pro
30

Ala

Leu

15

Arg

Lys

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ala

160

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu



Asn

65

Leu

Gln

Leu

Ala

145

Ala

Arg

50

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

Thr

Val

Glu

115

Ser

Ser

Asp

Lys

85

193
PRT
Artificial

85

Val Pro

Gly Gln

Ala Val

100

Glu Pro

Leu Thr

Pro Pro

Thr Phe

165

Leu Lys
180

Met Gly Val His Glu

1

Leu

Ile

Asn
65

Met

Leu

Ser

Cys

Glu

50

Ile

Glu

Ser

Leu

Asp

a5

Asn

Thr

Val

5

Pro Leu

20

Ser Arg

Ile Thr

val Pro

Gly Gln
a5

Glu Ala Val

Asp

Gln

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Cys

Gly

vVal

Thr

Asp

70

Gln

Leu

55

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lysa

Tyr

Pro

Leu

Leu

Gly

55

Thr

Ala

Arg

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Ala

Pro

Glu

Cys

Lys

val

Gly

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Trp

Val

25

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

Aasn

Val

90

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Leu

Leu

Tyr

Glu

Asn

Val

90

Ala

Phe
75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Trp

60

Tyr Ala

Gln Gly

Leu Val

Lys Ala

125

Gly Ala

140

Pro Leu

Tyr Ser

Cys Arg

Description of Artificial Sequence: mutein

Leu Leu

Gly Ala Pro

Leu

His

Phe

Trp

Leu

Leu Glu

Cya Ser

60

Tyr Ala

Gln Gly

Leu Val

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

Ser

Azg

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser



Gln

Leu

Ala

145

Thr

Arg

Arg

100

Pro Trp Glu

115

Arg Ser Leu

130

Ile Ser Pro

Ala Asp Thr

Gly Lys Leu

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

86
153
PRT

180

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artificial

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Gln Leu
120

Leu Leu

135

Ala Ala

Ala Leu

Tyr Thr

105

His Val Asp

Arg Ala Leu

Ser Ala Ala

155

Phe Arg Val

170

Gly Glu Ala

185

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: mutein

Met Gly Val His

1

Leu

Ile

Ala

Asn

65

Met

Gln

Ala

Ser

Cys

Glu

50

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Leu

Asp

Asn

Thr

Val

Glu

115

Ser

Ser

Pro

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Glu

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Cys

Gly

vVal

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

Pro Ala

Leu Pro

Leu Glu

40

Gly Cys

Thr Lys

Ala val

Arg Gly

Gln Leu

120

Leu Leu
135

Ala Ala

Trp

Val

25

Arg

Ala

val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

Val

80

Ala

Val

Ala

Ala

Trp

Leu

Gly Ala

Leu

His

Phe
75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Leu

Pro

Glu

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

110

vVal

Gln

Arg

Asn

Thr
150

Leu

Pro

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

15

Arg

Lys

Aan

Lys

Ala

Ser

Ser

Lys

Thr

Gly

Glu

Ile

le0

Leu

Asp

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile



145 150 155 . 160 /Z/

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Ile Arqg Val Tyr Ser Asn Phe Leu
165 170 175

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp
180 185 190

Arg

<210> 87

<211> 193

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: mutein

<400> 87

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu Leu Ser Leu
1 5 10 15

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro Pro Arg Leu

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu
35 40 45

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser Leu Asn Glu
50 55 60

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Aasn Phe Tyr Ala Trp Lys Arg
65 70 75 8o

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly Leu Ala Leu
a5 90 95

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val Asn Ser Ser
100 105 110

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala Val Ser Gly

115 120 125 Vet

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala Gln Lys Glu
130 135 140

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg Thr Ile
145 150 155 160

Thr Ala Asp Thr Fhe Arg Lys Leu Phe Ala Val Tyr Ser Asn Phe Leu
165 170 175

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp
180 185 190



<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

88
193
PRT

Artificial

Description of Artificial Sequence: mutein

Met Gly Val His
1

Leu

Ile

Ala

Aan

Met

Leu

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Arg

Arg

Ser

Cys

Glu

50

Ile

Glu

Ser

Pro

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

Leu

Asp

Asn

Thr

Val

Glu

115

Ser

Ser

Asp.

Lys

B89
193
PRT

Pro

20

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

Glu
Leu
Arg
Thr
Pro
Gln
Val
Pro
Thr
Pro
Phe

165

Lys

Artificial

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Pro Ala

Leu Pro

Leu Glu

Gly Cys

35

Thr Lys

Ala Val

Arg Gly

Gln Leu

120

Leu Leu

135

Ala Ala

Lys Leu

Tyr Thr

Trp

Val

Arg

Ala

val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

Val

90

Ala

val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Trp

Gly

Leu

His

Phe
75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Leu

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ala

Arg

Deacription of Artificial Sequence: mutein

89

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

85

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

0\



Met

Leu

Ile

Ala

Asn

65

Leu

Gln

Ala

145

Thr

Arg

Arg

Gly

Ser

Cys

Glu

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

Val

Leu

Asp

a5

Aan

Thr

Val

Glu

Tzp

115

Ser

Ser

Asp

Lys

90
193

PRT
Artificial

90

His

Pro

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

Glu

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Cya

Gly

val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Pro

Leu

Leu

Gly

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Ala

Pro

Glu

40

Cys

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Trp

Val

25

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu

10

Tyr

Glu

Asn

val

90

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Trp

Gly

Leu

His

Phe

75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Leu

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Vval

Ala

123

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: mutein

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp leu Leu

1

5

10

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro

20

25

Leu

Pro

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Lya

Thr
190

Leu

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser
15

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Pro Arg Leu

30

Ile Cys Aap Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu
40

as

45



Asn

65

Leu

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Arg

Arg

Glu Asn Ile Thr

Ile Thr Val Pro

Glu Val Gly Gln
85

Ser Glu Ala Val
100

Pro Trp Glu Pro
115

Arg Ser Leu Thr
130

Ile Ser Pro Pro

Ala Asp Thr Phe
165

Gly Lya Leu Lys
180

<210> 91
<211> 193
<212> PRT

<213>

Artificial

<220>

<223>»

<400> 91

Met
1l

Leu

Ile

Asn
65

Met

Gly Vval His Glu
5

Ser Leu Pro Leu
20

Cys Asp Ser Arg
35

Glu Asn Ile Thr
50

Ile Thr Val Pro

Glu Val Gly Gln
85

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Gly

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Cys

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Cys Pro Ala

Gly Leu Pro

Val Leu Glu

40

Thr Gly Cys

55

Asp Thr Lys
70

Gln Ala Val

Ala Glu His Cys
60

val Asn Phe Tyr

Glu Val Trp Gln
90

Gln Ala Leu Leu
105

His Val Asp Lys

Arg Ala Leu Gly
140

Ser Ala Ala Pro
155

Phe Arg Val Tyr
170

Gly Glu Ala Cys
1685

Trp Leu Trp Leu
10

Val Leu Gly Ala
25

Arg Tyr Leu Leu

Ala Glu Hls Cys
60

Val Asn Phe Tyr
75

Glu Val Trp Gln
90

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Deacription of Artificial Sequence: mutein

Leu

Prec

Glu

Ser

Ala

Gly

Leu Asan

Trp Lys

Leu Ala
95

Asn Ser
110

Val Ser

Gln Lys

Arg Thr

Ala Phe
175

Thr Gly
190

Leu Ser
15

Pro Arg
30

Ala Lys

Leu Asn

Trp Lys

Leu Ala
95

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu



Leu Ser

Gln Pro

Leu Arg
130

Ala Ile
145

Thr Ala

Arg Gly

Arg

<210>
<21l>
<212>

Glu

115

Ser

Ser

Asp

Lys

92
1593
PRT

Ala val
100

Glu Pro

Leu Thr

Pro Pro

Thr Phe

165

Leu Lys
180

<213> Artificial

<220>
<223>

<400> 92

Met Gly
1

Leu Ser

Ile Cys

Ala Glu

50

Asn Ile

65

Met Glu

Leu Ser

Gln Pro

130

Val

Asp

35

Asn

Thr

Val

Glu

115

Ser

His Glu

Pro Leu
20

Ser Arg

Ile Thr

Val Pro

Gly Gln

85

Ala val
100

Glu Pro

Leu Thr

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Arg Gly

Gln Leu
120

Leu Leu
135

Ala Ala

Lys Leu

Tyr Thr

Pro Ala

Leu Pro

Leu Glu
40

Gly Cys
55

Thr Lys

Ala Val

Arg Gly

Gln Leu

120

Leu Leu
135

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Trp

Val

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

Val

Ala

Val

Ala

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Trp

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Leu

Gly Ala

Leu

His

Phe

15

Trp

Leu

Asp

Leu

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly
140

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: mutein

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Aan

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
150

Leu

Pro

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Ser

Ser

Lys

Thr

Tyr

175

Gly

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

Ser

Ser

Lys

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Asp

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu



Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg

145

150

155

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn

165

170

Arg Gly Lys Leu Lya Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

a3

193
PRT
Artificial

93

Met Gly Val
1

Leu

Ile

Leu

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Ser

Cys

Glu

50

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

Leu

Asp

35

Asn

Thr

Vval

Glu

115

Ser

Ser

Asp

Lys

180

His

Pro

20

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

Glu

Leu

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Pro Ala

Leu Pro

Leu Glu

Gly Cys

55

Thr Lys

Ala Val

Arg Gly

Gln Leu

120

Leu Leu

135

Ala Ala

Lys Leu

Tyr Thr

185

Trp

Val

25

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu

10

Tyr

Glu

Asn

val

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Trp

Leun

Gly Ala

Leu

His

Phe
75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Leu

Cysa

60

Tyr

Gin

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Description of Artificial Sequence: mutein

Leu

Pro

Glu

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Thr
Ala

175

Gly

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ile
160

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Ala

Asp



Arg

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

94
193
PRT

Artificial

Description of Artificial Sequence: mutein

94

Met Gly Val His Glu

1

Leu

Ile

Asn

65

Leu

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Ser

Cys

Glu

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

Asp

35

Aan

Thr

vVal

Glu

Trp

115

Ser

Ser

Asp

Lys

95
193
PRT

Pro

20

Ser

Ile

val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

5

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artificial

Cys Pro Ala

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Leu

Leu

Gly

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Pro

Glu

40

Cys

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Trp

Val

25

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu
10

Leu
Tyr
Gly
Asn
Val
Ala
Val
Ala
Ala
Arg

170

Glu

TIp

Gly

Leu

His

Phe

75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Leu

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Leu

Pra

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: mutein

Leu

Pro

aa

Ala

Trp

Leu

Asn

110

vVal

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Sef

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp



<400>
Met Gly
1

Leu Ser

Ile Cys

Ala Glu
S0

Asn Ile
65

Met Glu

Leu Ser

Gln Pro

Leu Arg
130

Ala Ile
145

Thr Ala

Glu Gly

Arg

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

<220>
<223>

<400>

1

95

Val

Leu

Asp

Aan

Thr

Val

Glu

Trp

115

Ser

Ser

Asp

Lys

96
193
PRT

His

Pro

20

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

Glu

Leu

Arg

Thx

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thx

Pro

Phe

165

Lys

Artificial

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Pro

Leu

Leu

Gly

55

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Ala

Pro

Glu

40

Cys

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Trp

Val

25

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

Val

Ala

val

Ala

Ala

Arg

Trp

Gly

Leu

His

Phe
75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

170 -

Glu

Ala

Leu

Ala

Leu

Cya

Tyr

Gln

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Leu

Pro

Glu

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: mutein

96

10

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu
5

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro

20

25

Leu

Pro

30

Ala

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Aan

Thr
190

Leu

Ser

15

Arg

Lys

Aan

Lys

Ala

85

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser
15

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Asp

Leu

Pro Arqg Leu

30

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu



Ala

Asn
65

Met

Gln

Leu

Ala

145

Thr

35

Glu Asn Ile Thr
50

Ile Thr val Pro

Glu Val Gly Gln
85

Ser Glu Ala Val
100

Pro Trp Glu Pro
115

Arg Ser Leu Thr
130

Ile Ser Pro Pro

Ala Asp Thr Phe
165

Ala Lys Leu Lys
180

<210> 97

<211> 193

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223>

<400> 97

Met
1

Leu

Ile

Asan
65

Gly Val His Glu
5

Ser Leu Pro Leu
20

Cys Asp Ser Arg
35

Glu Asn Ile Thr

50

Ile Thr Val Pro

Glu Val Gly Gln

40

Thr Gly Cys Ala Glu
55

Asp Thr Lys Val Asn
70

.Gln Ala val Glu Val

20

Leu Arqg Gly Gln Ala
105

Leu Gln Leu His Vval
120

Thr Leu Leu Arg Ala
135

Asp Ala Ala Ser Ala
150

Arg Lys Leu Phe Arg
170

Leu Tyr Thr Gly Glu
185

His

Phe
75

Trp

Leu

Asp

Ala
155

Val

Ala

Cys

€0

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu
10

Gly Leu Pro Val Leu
25

Val Leu Glu Arg Tyr
40

Thr Gly Cys Ala Glu
55

Asp Thr Lys Val Asn
70

Gln Ala Val Glu Val

Gly Ala

Leu

His

Phe
75

Trp

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: mutein

Leu

Pro

Glu

Ser

Ala

Gly

Leu Asn

Trp Lys

Leu Ala

95

Asn Ser

110

Val Ser

Gln Lys

Arg Thr

Asn Phe

175

Thr Gly
190

Leu Ser

15

Pro Arg

Ala Lys

Leu Asn

Trp Lys

Leu Ala

Glu

Arg

8o

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu



es 90

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val

100 105

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala

115 120 125

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala
130 135 140

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu

145

150 155

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser

165 170

Arg Gly Ala Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg

Arg

<210>
<211>
<212>
<213

<220>
<223>

<400>

180 185

98

193

PRT
Artificial

Description of Artificial Sequence: mutein
98

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu

1

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro

Ile Cys

20 25

AsSp Ser Arxg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu
35 40 45

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser

50

55 60

Asn Ile Thr Val Pro Aap Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala

70 75

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu val Trp Gln Gly

85 90

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val

100 105

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala

115 120 125

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala

Aan

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

15

Arg

Lys

Asan

Lys

Ala

Ser

Ser

Lys

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu



Ala Ile Ser Pro Pro Aap Ala Ala Ser Ala Ala

145

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val

Arg Gly Trp Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala

Arg

130

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

99
193
PRT

180

165

Artificial

150

135

185

170

140

155

Description of Artificial Sequence: mutein

99

Met Gly Val His Glu

1

Leu

Tle

Ala

Leu

Gln

Ala
145

Thr

Ser

Cys

Glu

50

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

Leu

Asp

Asn

Thr

Val

Glu

Trp

115

Ser

Ser

Asp

Lys

Pro
Ser
Ile
Val
Gly
Ala
100
q1u
Leu

Pro

Thr

5

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lya

Cys

Gly

val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Pro Ala

Leu Pro

Leu Glu
40

Gly Cys
55

Thr Lys

Ala val

Arg Gly

Gln Leu

120

Leu Leu

135

Ala Ala

Lys Leu

Tyr Thr

Trp

Val

25

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Asan

Val

90

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Trp Leu

Gly Ala

Leu Leu

His Cys

60

Phe Tyr

Trp Gln

Leu Leu

Asp Lys

Leu Gly

140

Ala Pro
155

Val Tyr

Ala Cys

Pro

Glu

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Pro Leu Arg Thr

Tyr Ser Asn Phe

175

Cys Arg Thr Gly

180

Leu Ser

15

Pro Arg

Ala Lys

Leu Asn

Trp Lys

Leu Ala

Asn Ser

110

Val Ser

Gln Lysa

Arqg Thr

Asn Phe

175

Thr Gly

Ile
160

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Asp



Arg

<210>
<211>
<212>

100
153
PRT

180

<213> Artificial

<220>
<223>

<400>
Met Gly
1

Leu Ser

Ile Cys

Ala Glu
50

Asn Ile
65

Met Glu

Leu Ser

Gln Pro

Leu Arg
130

Ala Ile
145%

Thr Ala

Arg Gly

<210>
<211>
<212>

100

Val

Leu

Asp

35

Asn

Thr

Val

Glu

115

Ser

Ser

Asp

Lys

101
193
PRT

Hia

Pro

20

Ser

Ile

vVal

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Len
180

Glu

Leu

Arg

Thr

Pro

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

* 70

Gln
85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Ala

<213> Artificial

Gln

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Pro Ala

Leu Pro

Leu Glu
40

Gly Cys
55

Thr Lys

Ala Vval

Arg Gly

Gln Leu

120

Leu Leu

135

Ala Ala

Lys Leu

Tyr Thr

185

Trp
Val

25

Arg

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

Val

Ala

val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Trp Leu

Gly Ala

Leu Leu

His Cys

Phe Tyr

Trp Gln

Leu Leu

ABp Lys

Leu Gly

140

Ala Pro
155

vVal Tyr

Ala Cys

Description of Artificial Sequence: mutein

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

val

Ala

125

Ala

Ser

Arg

190

Leu

Pro

30

Ala

TIp

Aan

110

val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

180

Leu

Asp



<220>

<223> Description of Artlficial Sequence: mutein

<400>

101

Met Gly Val Hie Glu

1

Leu Ser

Ile Cys

Ala Glu

Asn Ile

Met Glu

Leu Ser

Gln Pro

Leu Arg

130

Ala Ile
145

Thr Ala

Arg Gly

Arg

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

<220>
<223>

<400>

Leu

Asp

35

Asn

Thr

Val

Glu

115

Ser

Ser

Asp

Lys

102
193
PRT

Pro

20

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

o0

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

5

Leu

Arg

Thr

Pro

Gin

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artificial

Cys Pro Ala

Gly

Val

Thr

Asp

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Ala

Leu

Gly

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Pro

Glu

40

Cys

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Trp Leu Trp Leu

val

25

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

10

Leu

Tyr

Glu

Val

S0

Ala

val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Gly Ala

Leu

His

Phe

75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

val

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: mutein

102

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Asn

110

Val

Gln

Arg

Aan

Thr
190

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu Leu
1 5 10

Ser

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser
15

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro Pro Arg Leu

20

25

30



Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr
as 40

Ala Glu Aan Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu
50 55

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn
65 70

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val
85 90

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala
100 105

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val
115 120

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala
130 135

Ala Tle Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala
145 150

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg
165 170

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Ala Glu
180 185

Arg

<210> 103
<211> 193
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Leu

His

Phe

15

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Leu

Cya

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Ser

Arg

<223> Desacription of Artificial Sequence: mutein

<400> 103

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu
1 5 10

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Proc Val Leu
20 25

Ile Cys Aap Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr
35 40

Ala Glu Aan Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu
50 55

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn
65 70

Trp Leu Leu

Gly Ala Pro

Leu Leu Glu

45

His Cys Ser

60

Phe Tyr Ala

75

Ala

Leu

Trp

Asn

110

val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg
ao



Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly

85 80

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val

100 105

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala

115 120 125

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala
130 135 140

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu

145

150 155

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser

165 170

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Ser Arg

Arg

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

<220>
<223>

<400>

180 185

104
193
PRT
Artificial

Deacription of Artificial Sequence: mutein
104

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu

1

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu

35 40 45

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser

50

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala

70 15

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu val Trp Gln Gly

85 S0

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val

100 105

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Aap Lys Ala

115 120 125

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

val

Ala

95

Serx

Ser

Lys

Thr

Phe
175

Gly

Ser
15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly



Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala
130 135 140
Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu
145 150 155
Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser
165 170
Arg Gly Lya Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Ala Arg
180 185
Arg
<210> 105
<211> 193
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<€223> Description of Artificial Sequence: mutein

<400> 105
Met Gly Val His Glu Cys Pro Ale Trp Leu Trp Leu Leu
1 5 10

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro
20 25

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu
35 40 45

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cya Ala Glu His Cys Ser
50 55 60

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala
65 70 75

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly
85 S0

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val
100 105

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala
115 120 125

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala
130 135 140

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu
145 150 155

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser
165 170

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

Arg

Lys

Asn

Lya

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe
175

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu



Arg Gly Lys Leu Lya Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Ala Thr Gly Asp
180

Arg

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

<220>
<223>

<400>
Met Gly
1

Leu Ser

Ile Cys

Ala Glu
50

Ile Thr
65

Glu Val

Ser Glu

Pro Trp

Axg Ser
130

Ile Ser
145

Ala Asp

Gly Lys

<210>
<211>
<212>»
<213>

<220>
<223>

106
152
PRT

Artificial

185

Deascription of Artificlal Sequence: mutein

106

Val

Asp

a5

Asn

Val

Gly

Ala

Glu

115

Leu

Pro

Thr

Leu

107
193
PRT

His

Pro

20

Ser

Ile

Pro

Gln

Val

100

Pro

Thr

Pro

Phe

Lys
180

Glu

Leu

Arg

Thr

Asp

Gln

B85

Leu

Leu

Thr

Asp

Arg

165

Leu

Artificial

Cys

Gly

val

Thr

Thr

70

Ala

Arg

Gln

Leu

Ala

150

Lys

Tyr

Pro

Leu

Leu

Gly

55

Asp

Val

Gly

Leu

135

Ala

Leu

Thr

Ala

Pro

Glu

Cys

Val

Glu

Gln

His

120

Arg

Ser

Phe

Gly

Trp

Val

25

Arg

Glu

Aan

Val

Ala

105

vVal

Arg

Glu
185

Leu

10

Leu

Tyr

His

Phe

Trp

20

Leu

Asp

Leu

Ala

Val

170

Ala

Trp Leu

Gly Ala

Leu Leu

Cys Ser
60

Tyr Ala
75

Gln Gly

Leu Val

Lys Ala

Gly Ala

140

Pro Leu
155

Tyr Ser

Cys Arg

Leu

Pro

val

125

Gln

Arg

Asn

Thr

Description of Artificial Sequence: mutein

150

Pro

Ala

Asn

Lys

Ala

Ser

110

Glu

Lys

Thr

Phe

Gly
190

Serx

15

Arg

Lys

Glu

Arg

Leu

55

Ser

Gly

Glu

Ile

Leu

175

Asp

Leu

Leu

Glu

Asn

Met

Leu

Gln

Ala

Thr

160

Arg

Arg

i



<400> 107

Met Gly Val
1

Leu

Ile

Asn

65

Leu

Gln

Ala
145

Thr

Ser

Cys

Glu

S50

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

1

Leu

Asp

a5

Aan

Thr

Val

Glu

Trp

115

Ser

Ser

Asp

Lys

108
193
PRT

His

Pro

20

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
190

Glu

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artificial

Cys

Gly

vVal

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

150

Arg

Leu

Pro Ala

Leu Pro

Leu Glu

Gly Cys

55

Thr Lys

Ala Val

Arg Gly

Gln Leu

120

Leu Leu

135

Ala Ala

Lys Leu

Tyr Thr

Trp

val

25

Arg

Asn

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

vVal

Ala

vVal

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Trp

Gly

Leu

Thr

Phe
75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Leu

Ala

Leu

Cya

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Ser

Arg

Deacription of Artificial Sequence: mutein

108

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu
5 10

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro

20

25

Leu Ser
15

Pro Arg
30

Ala Lys

Leu Asn

Trp Lys

Leu Ala
95

Asn Ser
i10

Val Ser

Gln Lys

Arg Thr

Asn Phe
175

Thr Gly
190

Leu Ser
15

Pro Arg
30

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Leu

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu



Ala

Asn

65

Met

Leu

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Glu

Glu

50

Ile

Glu

Ser

Pro

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

35

Aan

Thr

Val

Glu

Trp

115

Ser

Ser

Asp

Lys

108
193

PRT
Artificial

109

Met Gly Val

1

Leu

Ile

Ala

Asn

65

Met

Ser

Cys

Glu

50

Ile

Glu

Leu

Asp

35

Asn

Thr

Val

Ile Thr

Val Pro

Gly Gln

85

Ala val

100

Glu Pro

Leu Thr

Pro Pro

Thr Phe

165

Leu Lys
180

His Glu

Pro Leu

20

Ser Arg

Ile Thr

Val Pro

Gly Gln

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

40
Gly Cys
55
Thr Asp
Ala val
Arg Gly
Gln Leu

120

Leu Leu
135
Ala Ala

Lya Leu

Tyr Thr

Pro Ala
Leu Pro
Leu Glu

40
Gly Cys
55

Thr Lys

Ala Val

Ala Glu

Val Asn

Glu Val
90

Gln Ala
105

His Vval

Arg Ala

Ser Ala

FPhe Arg

170

Gly Glu
185

Trp Leu
10

Vval Leu

25

Arg Tyrx

Ala Glu

Val Asn

Glu val

His

Phe

75

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Trp

Gly

Leu

His

Fhe

Trp

Cys
60

Tyr

Gln

Lysa

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Leu

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

45

Ser

Ala

Gly

val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificlal Sequence: mutein

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Leu Asn

Trp Lys

Leu Ala
95

Asn Ser
1i0

Val Ser

Gln Lys

Arg Thr

Asn Phe
175

Thr Gly
190

Leu Ser
15

Pro Arg

30

Ala Lys

Leu Asn

Trp Lys

Leu Ala

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Asp

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu



a5 90

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val

100 105

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala

115 120 125

Leu Glu Ser Leu Thr Thr Ser Leu Arg Ala Leu Gly Ala

130

135 140

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu

145

150 155

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser

165 170

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg

Arg

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

<220>
<223>

<400>

180 185

110
193
PRT
Artificial

Description of Artificial Sequence: mutein

110

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu

1

5 10

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro

20 25

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu

35 40 45

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser

50

55 60

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly

85 90

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val

100 105

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His val Asp Lys Ala

115 120 125

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala

85

ABn Ser
110

Val Ser

Gln Lys

Arg Thr

Asn Phe

175

Thr Gly
190

Leu Ser

Pro Arg
30

Ala Lys

Leu Asn

Trp Ala

Leu Ala

95

ABn Ser
110

Val Ser

Gln Lys

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu



130

135

140

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg

145

150

155

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Ala Leu Phe Arg val Tyr Ser Asn

165

170

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr

Arg

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

111
193

PRT

111

Met Gly Val

1l

Leu

Ile

Ala

Asn

65

Leu

Gln

Ala
145

Thr

Ser

Cys

Glu

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

Leu

Asp

as

Asn

Thr

Val

Glu

Trp

115

Ser

Ser

Asp

Lys

180

Hia

Pro

20

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Artificial

Glu

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Pro Ala

Leu Pro

Leu Glu
40

Gly Cys
55

Thr Ala

Ala Val

Arg Gly

Gln Leu

120

Leu Leu

135

Ala Ala

Ala Leu

Tyr Thr

185

Trp

vVal

25

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

Val

80

Ala

val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Trp

Leu

Gly Ala

Leu

His

Phe

75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Description of Artificial Sequence: mutein

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

val

Gln

Arg

Asn

Thr

Thr

Phe
175

Ile
160

Leu

Gly Asp

Ser
15

Arg

Lys

Ala

Ala

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

1&0

Leu

Asp



<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

112
193
PRT

112

Met Gly Val

1

Leu

Ile

Ala

Asn

65

Met

Leu

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Ser

Cys

Glu

50

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

Asp

Asn

Thr

Val

Glu

Txp

115

Ser

Ser

Asp

Lys

113
193
PRT

180

Hisa

Pro

20

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Pro

Thr

Leu
180

Artificial

Glu

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artificial

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Pro Ala

Leu Pro

Leu Glu
40

Gly Cys
55

Thr Lys

Ala Val

Arg Gly

Gln Leu

120

Leu Leu

135

Ala Ala

Lys Leu

Tyr Thr

185

Trp

Val

25

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

vVal

90

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Trp

Gly

Leu

His

Phe
75

Trp

Asp

Leu

Ala

155

Val

Leu

Ala

Cys
60

Gln

Lys

Gly

140

Pro

Tyz

Cys

Deascription of Artificial Sequence: mutein

Pro

Glu

Ser

Ala

Gly

val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

vVal

Gln

Arg

Aan

Thr
190

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Sep

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp



<220>
<223> Description of Artificial Sequence: mutein

<400>

113

Met Gly Val His Glu

1

Leu

Ile

Ala

Asn

65

Met

Leu

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Arg

Axg

Ser

Cys

Glu

50

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

1

Leu

Asp

Asn

Thr

val

Glu

Trp

115

Ser

Ser

Asp

Ala

114
193
PRT

Pro

20

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

5

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Artificial

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Pro

Leu

Leu

Gly

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Ala

Pro

Glu

40

Cys

Lya

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Trp Leu Trp Leu

Val

25

Arg

Ala

val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

Val

90

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Gly Ala

Leu Leu

Hias Cys
60

Phe Tyr
75

Trp Gln

Leu Leu

Asp Ala

Leu Gly

140

Ala Pro
155

Val Tyr

Ala Cys

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: mutein

114

10

Leu

Pro

30

Ala

Leud

Trp

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Ser

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

15

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu Leu Ser Leu
5

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro Pro Arg Leu

20

25

30



Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu
35 40 45

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser
50 55 60

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Ala vVal Aan Phe Tyr Ala
65 70 75

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly
85 90

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val
100 105

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Ala Ala
115 120 125

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala
130 135 140

Ala Tle Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu
145 150 155

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser
165 170

Arg Gly Ala Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg
180 185

Arg

<210> 115
<211> 193
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: mutein

<400> 115
Met Gly Val His g}u Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu
1 10

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro
20 25

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu
35 40 45

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser
50 55 60

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Ala Val Asn Phe Tyr Ala
65 70 75

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Leu

Pro

Ala

Leu

Trp

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lysa

Thr

Phe

175

Gly

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Glu

Glu

Arg

8o

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Glu

Glu

Arg
80



Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val

100 105

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Ala Ala

115 120 .125

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala
130 135 140

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu

145

150 155

Thx Ala Asp Thr Phe Arg Ala Leu Phe Arg Val Tyr Ser

165 170

Arg Gly Ala Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg

Arg

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

<220>
<223>

<400>

180 185

116
193
PRT
Artificial

Description of Artificial Sequence: mutein
116

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu

1

5 10

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro

Ile Cys

20 25

Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser

50

55 60

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Ala Val Asn Phe Tyr Ala

70 75

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu lLeu Val

100 105

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Ala Ala

115 120 128

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

val

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

Arg

Lys

Asn

Ser

Ser

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly



Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu

130

135

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala

145

150

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Ala Leu

165

Arg Gly Ala Leu Ala Leu Tyr Thr

Arg

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

<220>
<223>

<400>

117
193
PRT
Artlificial

117

la0

Met Gly Val His Glu

1

Leu Ser

Ile Cys

Ala Glu

Lys Ile

65

Met Glu

Leu Ser

Gln Pro

130

Ala Ile
145

Thr Ala

Leu

Asp

a5

Lys

Thr

val

Glu

115

Ser

Ser

Asp

Pro

20

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Pro

Thr

5

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe
165

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Thr

Asp
150

Arg

Pro Ala

Leu Pro

Leu Glu
40

Gly Cys
55

Thr Lys

Ala Val

Arg Gly

Gln Leu

120

Leu Leu
135

Ala Ala

Lys Leu

Arg Ala Leu Gly Ala

140

Ser Ala Ala Pro Leu

155

Phe Arg Val Tyr Ser

170

Gly Glu Ala Cys Arg

185

Trp

val

25

Arg

Ala

val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

val

90

Ala

Val

Ala

Ala

Arg
170

Trp

Gly

Leu

His

Phe

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

val

Leu

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Description of Artificial Sequence: mutein

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

vVal

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Lys

110

Val

Gln

Arg

Asn

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe
175

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu



Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Aap

Arg

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

<220>
<223>

<400>

180

118
193
PRT
Artificial

185

Deacription of Artificial Sequence: mutein

118

Met Gly val His Glu

1

Leu Ser Leu Pro Leu

Ile Cys

Asp Ser Arg
35

Ala Glu Lys Ile Thr

Asn Ile Thr vVal Pro

65

Met Glu Val Gly Gln

85

Leu Ser Glu Ala Val

100

Gln Pro Trp Glu Pro

115

Leu Arg Ser Leu Thr
130

Ala Ile Ser Pro Pro

145

Thr Ala Asp Thr Phe

165

Arg Gly Lys Leu Lys

Arg

<210>
<211>
<212>

180

119
193
PRT

Cys

Gly

val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Pro

Leu

Leu

Gly

55

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Ala

Pro

Glu

40

Cys

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Trp

val

Arg

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Leu

10

Leu

Ala

Glu

Val

80

Ala

vVal

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Trp

Leu

Gly Ala

Leu

His

Phe

75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Leu

Pro

Glu

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

190

Leu

Pro

30

Ala

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Ser

15

Arg

Lys

Aan

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Leu

Glu

Glu

Arg

80

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp



<213>

<220>
<223>

<400>

Artificial

Deacription of Artificial Segquence: mutein

119

Met Gly Val His Glu

1

Leu

Ile

Ala

Leu

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Arg

Arg

Ser

Cya

Glu

50

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

<210>
<211>

<212>
<213>

<220>

<223>

<400>
gtctactcca atttcctega gggaaagetg aagctyg

Leu

Asp

Asn

Thr

Val

Glu

115

Ser

Ser

Asp

Lys

120
36

DNA
_Artificial

120

<210> 121
<211> 34
<212> DNA

Pro

20

Ser

Ile

val

Gly

Ala

100

Glu

Pro

Thr

Leu
180

5

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Cys Pro Ala

Gly

val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Thr

Asp
150

Arg

Leu

Leu

Gly

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Pro

Glu

40

Cys

Lys

val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Thr

Trp Leu Trp

Val

25

Ala

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

10

Leu

Ala

Glu

Asn

vVal

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Gly

Leu

His

Phe

75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Leu

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Cys

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Description of Artificial Sequence: primer

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Ser

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp



<220>
<223> Description of Artificial Sequence: primer

<400> 127
ccagagcccyg aagcgaagtg gtgaggctge g

<210> 128

<211> 40

<212> DNA

€213> Artificial

<220>
<223> Description of Artificlal Sequence: primer

<400> 128
gaatatcact gtcccagacqg gtggtgcctyg gaagaggatg

<210> 129

<211> 40

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: primer

<400> 129
catcctcttc caggcaccac cgtctgggac agtgatattc

<210> 130

<211> 33

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: primer

<400> 130
tacctcttgg aggccgegga ggccgagaat atce

<210> 131

<211> 33

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: primer

<400> 131
gatattctcg gcctccgegg cctccaagag gta

<210> 132

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: primer

<400> 132
gctgacactt tecgecgcact cttccgagtc tacte

<210> 133

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220> .
<223> Description of Artificial Sequence: primer



<400>

gagtagactc ggaagagtgc

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

<220>
<223>

<400>

atttccteeqg gggagecgetg

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

<220>
<223>

<400>

ctgtgtacag cttcagcgct

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

<220>
<223>

<400>

ctccggggaa agctggegct

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

<220>
€223>

<400>

tccectgtgt acagcgccag

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

<220>
<223>

<400>

actgtcccag acaccgcagt

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

<220>
<223>

<400>

133

134

a3

DNA
Artificial

Description of

134

135

33

DNA
Artificial

Deacription of

135

136

32

DNA
Artificial

Deacription of

136

137

32

DNA
Artificial

Daacription of

137

138

a5

DNA
Artificial

Description of

138

139

3s

DNA
Artificial

Description of

139

gcggaaagtg

Artificial

aagctgtaca

Artificial

ccccggagga

Artlficial

gtacacaggyg

Artificial

ctttccecegg

Artificial

taatttctat

Artificial

tcage

Sequence: primer

cag

Sequence: primer

aat

Sequence: primer

ga

Sequence: primer

ag

Sequence: primer

gcctg

Sequence: primer

35

33

33

32

a2

35



caggcataga aattaactgc

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

<220>
<223>

<400>

agttaatttc tatgcctggg

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

<220>
<223>

<400>

cgacctccat cctcgecccag

<210>
<211>
<212>
<213>»

<220>
<223>

<400>

tgcagctgeca tgtggatgca

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

<220>
<223>

<400>

ggccactgac ggctgcatce

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

<220>
<223>

<400>

ctctgggage ccaggcggaa

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

<220>
<223>

<400>

aggggagatg gcttcecgect

140

35

DNA
Artificial

Deacription of

140

141

35

DNA
Artificial

Description of

141

142

33

DNA
Artificial

Description of

142

143

33

DNA
Artificial

Description of

143

144

32

DNA
Artificial

Deacription of

144

145

32

DNA
Artificlal

Description of

145

ggtgtctggg

Artificial

cgaggatgga

Artificial

gcatagaaat

Artificial

gccgtcagtg

Artificial

acatgcagct

Artificial

gccatectccee

Artificial

gggctcccag

acagt

Sequence: primer

ggtcg

Sequence: primer

taact

Sequence: primer

gcc

Sequence: primer

gca

Sequence: primer

ct

Sequence: primer

ag

35

35

35

33

33

32

32



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

<220>»
<223>

<400>

gctgacactt tecgegcact

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

<220>
<223>

<400>

gagtagactc ggaagagtgc

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

<220>
<223>

<400>

agttaatttc tatgcctggg

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

<220>
<223>

<400>

cgacctccat cctegccoag

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

<220>
<223>

<400>

gctgacactt tcecgegeact

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

<220>
<223>

<400>

gagtagactc ggaagagtgc

<210>

146

35

DNA
Artificial

Description of

146

147

35

DNA
Artificial

Description of

147

Artificlal

Description of

148

149

35

DNA
Artificial

Description of

149

150

as

DNA
Artificial

Desacription of

150

151

35

DNA
Artificial

Description of

151

152

Artificial

cttccgagtc

Artificial

gcggaaagtg

Artificial

cgaggatgga

Artificial

gcatagaaat

Artificial

ctteccgagte

Artificial

gcggaaagtg

Sequence:

tactc

Sequence:

tcagce

Sequence:

ggtcg

Sequence:

taact

Sequence:

tacte

Sequence:

tcagc

primer

primer

primer

primer

primer

primer

a5

35

a5

35

35

a5



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

agttaatttec tatgcctggg

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

<220>
<223>

<400>

cgacctccat cetegeeccag

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

<220>
<223>

<400>

actgtcccag acaccgcagt

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

<220>
<223>

<400>

caggcataga aattaactge

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

<220>
<223>

<400>

tgcagctgca tgtggatgca

<Z210>
<211>»
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ggccactgac ggctgecatcce

35
DNA
Artificial

Description of

152

153

35

DNA
Artificlal

Deacription of

153

154

35

DNA
Artificial

Description of

154

155

35

DNA
Artificial

Description of

155

156

33

DNA
Artificial

Desacription of

156

Artificial

Deacription of

157

<210> 158
<211> 33
<212> DNA

Artificial

cgaggatgga

Artificial

gcatagaaat

Artificial

taatttctat

Artificial

ggtgtctggg

Artificial

gccocgtcagtg

Artificial

acatgcagct

Sequence: primer

ggtcg

Sequence: primer

taact

Sequence: primer

gcctg

Sequence: primer

acagt

Sequence: primer

gcc

Sequence: primer

gca

35

35

a5

35

33

33



<213>

<220>
<223>

<400>

atttcctoceyg gggagegetg

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

<220>
<223>

<400>

ctgtgtacag cttcagcgct

<210>
<211>
<212>
<213>»

<220>
<223>

<400>

tgcagctgca tgtggatgca

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

<220>
<223>

<400>

ggccactgac ggctgcatcc

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

<220>
<223>

<400>

atttccteccg gggagegetg

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

<220>
<223>

<400>

ctgtgtacag cttcagcgct

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

Artificial

Description of

158

159

33

DNA
Artificial

Description of

159

160

33

DNA
Artificial

Description of

160

16l

33

DNA
Artificial

Description of

l6l

162

33

DNA
Artificlal

Deacription of

162

163

33

DNA
Artificial

Description of

163

164

35

DNA
Artificial

Artificial

aagctgtaca

Artificial

ccccggagga

Artificial

gccgtcagtg

Artificial

acatgcagct

Artificial

aagctgtaca

Artificial

ccccggagga

Sequence: primer

cag

Sequence: primer

aat

Sequence: primer

gcc

Sequence: primer

gca

Sequence: primer

cag

Sequence: primer

aat

33

33

a3

33

33

33



<220>

<223> Description of Artificial

<400>

actgtcccag acaccgecagt

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

<220>
<223>

<400>

caggcataga aattaactgc

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

<220>
<223>

<400>

tgcagctgea tgtggatgea

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

<220>
<223>

<400>

ggccactgac ggctgecatce

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

<220>
<223>

<400>

atttcctececg gggagegcetg

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

<220>
<223>

<400>

ctgtgtacag cttcagcgct

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

<220>
<223>

164

165

a5

DNA
Artificial

Deacription of

165

166

33

DNA
Artificial

Deacription of

166

167

33

DNA
Artificlal

Description of

167

168

33

DNA
Artificial

Description of

168

169

33

DNA
Artificial

Description of

165

170

35

DNA
Artificial

Description of

taatttctat

Artificial

ggtgtctggg

Artificlal

gccgtcagtg

Artificial

acatgcagct

Artificlal

aagctgtaca

Artificial

ccccggagga

Artificial

Sequence: primer

gcectg

Sequence: primer

acagt

Sequence: primer

gcec

Sequence: primer

gca

Sequence: primer

cag

Sequence: primer

aat

Sequence: primer

35

a5

33

a3

33

33



<400>

actgtcccag acaccgcagt

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

<220>
<223>

<400>

caggcataga aattaactgc

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

<220>
<223>

<400

agttaatttc tatgecctggg

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

<220>
<223>

<400>

cgacctccat cctcgcccag

<210>
<211>
<2l2>
<213>

<220>
<223>

<400>

tgcagctgea tgtggatgca

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

<220>
<223>

<400>

ggccactgac ggctgeatce

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

<220>
<223>

<400>

170

171

35

DNA
Artificial

taatttctat

Description of Artificial

171

172

35

DNA
Artificial

Description of

172

173

35

DNA
Artificial

Deacription of

173

174

33

DNA
Artificilal

Description of

174

175

33

DNA
Artificial

Description of

175

176

a3

DNA
Artificial

Description of

i76

ggtgtctggg

Artificial

cgaggatgga

Artificial

gcatagaaat

Artificial

gccgtcagtg

Artificial

acatgcagct

Artificial

gcctg

Sequence: primer

acagt

Sequence: pzimer

ggtcg

Sequence: primer

taact

Sequence: primer

gcc

Sequence: primer

gca

Sequence: primer

35

35

35

a5

33

33



atttcctceg gggagcgetyg

<210>
<21ll>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ctgtgtacag cttcagcgct

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

<220>
<223>

<400>

actgtcccag acaccgcagt

<210>
<211>
<212>
<213>»

<220>
<223>

<400>

caggcataga aattaactgc

<210>
<211>

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

agttaatttc tatgcctggg

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

<220>
<223>

<400>

cgacctccat cctcgcccag

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

<220>
<223>

<400>

177

33

DNA
Artificial

Description of

177

178

35

DNA
Artificial

Deacription of

178

179

35

DNA
Artificlal

Description of

179

180

35

DNA
Axrtificial

Description of

180

181

3is

DNA
Axrtificial

Deacription of

181

182

35

DNA
Artificial

Description of

182

aagctgtaca

Artificial

ccccggagga

Artificial

taatttctat

Artificial

ggtgtctggg

Artificial

cgaggatgga

Artificial

gcatagaaat

Artificial

gctgacactt tccgcgcact cttccgagte

cag

Sequence: primer

aat

Sequence: primer

gecctyg

Sequence: primer

acagt

Sequence: primer

ggtcg

Sequence: primer

taact

Sequence: primer

tactc

33

33

35

35

35

35

35



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

<220>
<223>

<400>

183

35

DNA
Artifieinl

Description of Artificial

183

gagtagactc ggaagagtgc gcggaaagtg

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

<220>
<223>

<400>

184

a3

DNA.
Artificial

Description of Artificial

164

tgcagctgeca tgtggatgca gcegtcagtg

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

<220>
<223>

<400>

185

33

DNA
Artificial

Description of Artificial

185

ggccactgac ggctgcatcc acatgcaget

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

<220>
<223>

<400>

186

33

DNA
Artificial

Description of Artificial

186

atttccteccg gggagcgctg aagctgtaca

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

<220>
<223>

<400>

187

33

DNA
Artificial

Deacription of Artificial
187

ctgtgtacag cttcagcgct ccccggagga

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

<220>
<223>

<400>

le8
s -

DNA
Artificial

Deacription of Artificial

lge

actgtcccag acaccgcagt taatttetat

<210>

189

Sequence: primer

tcagc

Sequence: primer

gee

Sequence: primer

gca

Sequence: primer

cag

Sequence: primer

aat

Sequence: primer

geetg

35

33

a3

33

33

35



<211>
<212>
<213>»

<220>
<223>

<400>

35

DNA

Artificial

Deacription of Artificial

189

caggcataga aattaactgc ggtgtctggg

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

<220>
<223>

<400>

190

35

DNA
Artificial

Deacription of Artificial

190

agttaatttc tatgecctgqqg cgaggatgga

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

<220>
<223>

<400>

151

35

DNA
Artifiecial

Description of Artificial

191

cgacctccat cctegeocccag gcatagaaat

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

<220>
<223>

<400>

192

s

DNA
Artificial

Description of Artificial
192

gctgacactt tcegecgcact cttecegagte

<210>
<211>»
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

193

35

DNA
Artificial

Description of Artificial

193

gagtagactc ggaagagtgc gcggaaagtg

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

<220>
<223>

<400>

1584

32

DNA
Artificial

Description of Artificial

154

ctccggggag cgctggegcect gtacacaggg

<210>
<211>
<212>

195
32
DNA

Sequence: primer

acagt

Sequence: primer

ggtcy

Sequence: primer

taact

Sequence: primer

tactc

Sequence: primer

tcagc

Sequence: primer

35

35

a5

35

35

32



<213>

<220>
<223>

<400>

teccctgtgt acagecgccag

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

<220>
<223>

<400>

caaggaggcc gagaaaatca

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

<220>
<223>

<400>

acagccegte gtgattttet

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

<220>
<223>

<400>

actgcagctt gaatgagaaa

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

<220>
<223>

<400>

gtgtctggga cagtgatttt

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

<220>
<223>

<400>

aggccctgtt ggtcaaatct

<210>
<211>
<2l12>
<213>

Artificial

Description of

195

196

kbl

DNA
Artificial

Description of

196

157

31

DNA
Artificial

Deacription of

197

198

37

DNA
Artificial

Artificial

cgctecceqgg

Artificial

cgacgggctg

Artificial

cggccteett

Description of Artificial

198

19%

37

DNA
Artificial

Description of

199

200

31

DNA
Artificlal

Description of

200

201

3l

DNA
Artificial

atcactgtcc

Artificial

ctcattcaag

Artificial

tceccagecgt

Sequence: primer

ag

Sequence: primer

Sequence: primer

Sequence: primer

cagacac

Sequence: primer

ctgecagt

Sequence: primer

32

31

31

37

37

31



<220>
<223> Description of Artificial Sequence: primer

<400> 201
cacggctggg aagatttgac caacagggec t

<210> 202

<211> 33

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: primer

<400> 202
atttcctceg gggatggectg aagectgtaca cag

<210> 203

<211> 33

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: primer

<400> 203
ctgtgtacag cttcagccat ccccggagga aat

<210> 204

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Deacription of Artificial Sequence: primer

<400> 204
agccgagtcc tggaggecgge cctcttggag gccaa

<210> 205

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: primer

<400> 205
ttggectocca agagggecge ctcoccaggact cggect

<210> 206

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: primer

<400> 206
agccgagtcc tggagagggc cctecttggag gccaa

<210> 207

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220> .
<223> Deacription of Artificial Sequence: primer



<400> 207
ttggcctcea

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

208
6059
DNA
Arti

<220>

<223> Desc

<400> 208
ctagagtcga

ataagataca
atttgtgaaa
gttaacaaca
ttttaaagca
ggcgtaatag
gcgaatggac
cgtgaccgct
tctecgccacg
ccgatttagt
tagtgggcca
taatagtgqga
tgatttataa
aaaatttaac
ctccttacge
ctgaaataac
tgtggaatgt
tgcaaagcat
caggcagaag
ctcecgeccat
taatttttet
agtgaggagg
cagtctcgaa
tccggecget
ctctgatgce
cgacctgtce
cacgacgggc
gctgctattg
gaaagtatcc

cccattcgac

agagggceet

ficial

ription of

cccgggegge
ttgatgagtt
tttgtgatge
acaattgcat
agtaaaacct
cgaagaggcc
gcgccctgta
acacttgcca
ttcgecegget
gctttacgge
tcgecctgat
ctcttgttce
gggattttge
gcgaatttta
atctgtgeqqg
ctctgaaaga
gtgtcagtta
gcatctcaat
tatgcaaagc
cccgececta
tatttatgea
cttttttgga
cttaaggcta
tgggtggaga
gccgtgttec
ggtgccctga
gttccttgeg
ggcgaagtgce
atcatggctg

caccaagcga

ctccaggact

Artificial

cgcttceectt
tggacaaacc
tattgcttta
tcattttatg
ctacaaatgt
cgcaccgatc
geggegeatt
gcgccctagce
ttcccegtcea
acctcgaccc
agacggtttt
aaactggaac
cgatttegge
acaaaatatt
tatttcacac
ggaacttggt
gggtgtggaa
tagtcagcaa
atgcatctca
actccgccca
gaggccgagg
ggcctaggcet
gagccaccat
ggctattcgg
ggctgtcagce
atgaactgca
cagctgtget
cggggcagga
atgcaatgcg

aacatecgcat

cggect

Sequence: plasmid

tagtgagggt
acaactagaa
tttgtaacca
tttcaggttc
ggtaaaatcc
gcccttccea
aagcgcggeg
gcccgetect
agctctaaat
caaaaaactt
tcgeeccttty
aacactcaac
ctattggtta
aacgcttaca
cgcatacgeg
taggtacctt
agtccccagg
ccaggtgtgg
attagtcagc
gttccgeeca
cegectegge
tttgcaaaaa
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaggggcgc
ggacgaggca
cgacgttgtce
tectcctgtca

gcggctgcecat

cgagcgagca

taatgcttcg
tgcagtgaaa
ttataagctg
agggggagat
gataaggatc
acagttgege
ggtgtggtgg
ttcgetttet
cgggggctcc
gattagggtg
acgttggagt
cctatctegy
aaaaatgagc
atttcctgat
gatctgcgeca
ctgaggcgga
ctececccageca
aaagtcccca
aaccatagtc
ttctccgece
ctctgagcta
gcttgattcet
gatggattgc
gcacaacaga
ccggttettt
gcgeggetat
actgaagcgg
tctcaccttg
acgcttgatc

cgtactcgga

agcagacatg
aaaatgcttt
caataaacaa
gtgggaggtt
gatceggget
agcctgaatg
ttacgcgcag
tcecttectt
ctttagggtt
atggttcacg
ccacgttett
tctattcttt
tgatttaaca
gecggtatttt
gcaccatggce
aagaaccagc
ggcagaagta
ggctccecag
ccgcccctaa
catggctgac
ttccagaagt
tctgacacaa
acgcaggttc
caatcggctg
ttgtcaagac
cgtggctgge
gaagggactg
ctcctgecga

cggctacctg

tggaagccgg

35

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
800
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1800



tcttgtcgat
cgeccaggete
ctgcttgeeqg
getgggtgtyg
gcttggegge
gcagcgcatc
gaaatgaccyg
attttcatta
atggtgcact
gccaacacce
agctgtgacc
cgcgagacga
ggtttcttag
atttttctaa
tcaataatat
cttttttgeg
agatgctgaa
taagatcctt
tctgetatgt
catacactat
ggatggcatg
ggccaactta
catgggggat
aaacgacgag
aactggcgaa
taaagttgca
atctggagcc
gcecteecgt
tagacagatc
ttactcatat
gaagatcctt
agcgtcagac
aatctgectge
agagctacca
tgttcttcta

atacctcget

taccgggttg

caggatgatc
aaggcgcgca
aatatcatgg
gcggaccget
gaatgggctg
gccttctate
;ccaagcgac
catctgtgtyg
ctcagtacaa
gctgacgcge
gtctccggga
aagggcctcg
acgtcaggtg
atacattcaa
tgaaaaagga
gcattttgcce
gatcagttgg
gagagttttc
ggcgcggtat
tetcagaatg
acagtaagag
cttctgacaa
catgtaactcec
cgtgacacca
ctacttactce
ggaccacttc
ggtgagcgtg
atcgtagtta
gctgagatag
atactttaga
tttgataatc
cccgtagaaa
ttgcaaacaa
actcttttte
gtgtagccgt
ctgctaatce

gactcaagac

tggacgaaga
tgcccgacgg
tggaaaatgg
atcaggacat
accgcttcect
gecttettga
gcccaacctg
ttggtttttt
tetgetctga
cctgacgggcec
gctgcatgtg
tgatacgcct
gcacttttcg
atatgtatcc
agagtatgag
ttecectgtett
gtgcacgagt
gccccgaaga
tatcccgtat
acttggttga
aattatgcag
cgatcggagg
gccttgatcg
cgatgcetgt
tagcttcecg
tgcgctcgge
ggtctegegg
tctacacgac
gtgecctcact
ttgatttaaa
tcatgaccaa
agatcaaagg
aaaaaccacc
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt

gatagttacc

gcatcagggg
cgaggatctc
ccgecttttct
agcgttggcect
cgtgctttac
cgagttcttc
ccatcacgat
gtgtgaatcg
tgeccgcatag
ttgtectgetce
tcagaggctt
atttttatag
gggaaatgtg
gctcatgaga
tattcaacat
tgctcaccca
gggttacatc
acgttttcca
tgacgccggqg
gtactcacca
tgctgecata
accgaaggag
ttgggaaccg
agcaatggca
gcaacaatta
ccttecegget
tatcattgca
ggggagtcag
gattaagcat
acttcatttt
aatcccttaa
atcttcttga
gctaccageg
tggcttcage
ccacttcaag
ggctgctgce

ggataaggcg

ctecgcgccag
gtcgtgaccc
ggattcatcg
acccgtgata
ggtatcgccg
tgagcgggac
ggccgcaata
atagcgataa
ttaagccage
ccggecatceqg
tcaccgtcat
gttaatgtca
cgcggaacce
caataaccct
ttccgtgtceg
gaaacgctgg
gaactggatc
atgatgagca
caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagty
ctaaccgctt
gagctgaatg
acaacgttge
atagactgga
ggctggttta
gcactggggc
gcaactatgg
tggtaactgt
taatttaaaa
cgtgagtttt
gatccttttt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata

cagcggtcgg

ccgaactgtt
atggcgatgc
actgtggccg
ttgctgaaga
ctccecgatte
tctggggtéc
aaatatcttt
ggatccgcgt
cccgacacec
cttacagaca
caccgaaacg
tgataataat
ctatttgttt
gataaatgct
cccttattec
tgaaagtaaa
tcaacagcgg
cttttaaagt
tcggtcgeeg
agcatcttac
ataacactgc
ttttgcacaa
aagccatacc
gcaaactatt
tggaggcgga
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagt
ggatctaggt
cgttccactg
ttctgegegt
tgccggatca
taccaaatac
caccgcctac
agtcgtgtct

gctgaacggg

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280

2340

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
20880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020



gggttcgtge
gcgtgageta
aagcggcagg
tectttatagt
gtcagggggg
cttttgetgg
ttattcattg
ctatatcata
tgattattga
atggagttce
ccccgeccat
cattgacgtc
tatcatatgc
tatgcccagt
atcgctatta
gactcacggqg
caaaatcaac
aaatgggcgqg
gtcagatcac
gtgcttctga
agaagttggt
gaccaataga
attggtetta
tacagctctt
gatgggggtg
tctgggececte
gaggtaccte
cagcttgaat
gatggaggtc
tgtectgeqg
gcatgtggat
agcccagaag
cactgctgac
gaagctgtac
<210>
<211>

<212>
<213>

209
6059
DNA
Arti

acacagccca
tgagaaagcg
gtcggaacag
cctgtegggt
cggagcctat
ccttttgete
gttatatagc
atatgtacat
ctagttatta
gcgttacata
tgacgtcaat
aatgggtgga
caagtccgcce
acatgacctt
ccatggtgat
gatttccaag
gggactttcc
taggcgtgta
tagaagcttt
cacaacagtc
cgtgaggcac
aactgggctt
ctgacatcca
aaggctagag
cacgaatgtc
ccagtectgg
ttggaggcca
gagaatatca
gggcagcagg
ggccaggece
aaagccgica
gaagccatct

actttccgea

acaggggagg

ficial

gcttggagcg
ccacgcttcc
gagagcgcac
ttcgccaccet
ggaaaaacgc
acatggctcg
ataaatcaat
ttatattggce
atagtaatca
acttacggta
aatgacgtat
gtatttacgg
ccctattgac
acgggacttt
gcggttttgg
tctccacecee
aaaatgtcgt
cggtgggagg
attgcggtag
tcgaacttaa
tgggcaggta
gtcgagacag
ctttgeettt
tacttaatac
ctgcctggcect
gcgeeccace
aggaggccga
ctgteccaga
ccgtagaagt
tgttggtcaa
gtggccttcg
cccctccaga
aactcttccg

cctgcaggac

aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag
cagcaacgcg
acagatcttce
attggctatt
tcatgtccaa
attacggggt
aatggcccgce
gttcccatag
taaactgccc
gtcaatgacg
cctacttgge
cagtacacca
attgacgtca
aacaactgcg
tctatataag
tttatcacag
gctgcagtga
agtatcaaqqg
agaagactct
ctctccacag
gactcactat
gtggcttcte
acgcctcate
gaatatcacg
caccaaagtt
ctggcagggce
ctcttcccag
cagcctcacc
tgcggeoctca
agtctactec

aggggaccat

accgaactga
aaggcggaca
ccagggggaa
cgtcgatttt
gcctttttac
aatattggcc
ggccattgca
tatgaccgee
cattagttca
ctggctgace
taacgccaat
acttggcagt
gtaaatggcc
agtacatcta
atgggcgtgg
atgggagttt
ategcccgec
cagagctegt
ttaaattgct
ctctcttaag
ttacaagaca
tgcgtttctyg
gtgtccacte
aggctagcct
ctgtccetge
tgtgacagcc
acgggctgtg
aatttctatg
ctggcectge
ccgtgggage
actctgcttc
gctgctccac
aatttectee

catcaccate

gatacctaca
ggtatcecggt
acgcctggta
tgtgatgctc
ggttcctgge
attagccata
tacgttgtat
atgttggcat
tagcccatat
geccaacgac
agggactttc
acatcaagtg
cgcctggecat
cgtattagte
atagcggttt
gttttggcac
ccgttgacgc
ttagtgaacc
aacgcagtca
gtageccttgc
ggtttaagga
ataggcacct
ccagttcaat
cgagcgcgga
tgtegctecce
gagtcctgga
ctgaacactqg
cctggaagag
tgtcggaage
ccctgcaget
gggctctgeg

tccgaacaat

ggggaaagct

accattgat

4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4520
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6059



<220>

<223> Description of Artificial

<400> 209
ctagagtcga

ataagataca
atttgtgaaa
gttaacaaca
ttttaaagca
ggcgtaataq
gcgaatggac
cgtgaccget
tctcgeccacg
ccgatttagt
tagtgggcca
taatagtgga
tgatttataa
aaaatttaac
ctccttacgce
ctgaaataac
tgtggaatgt
tgcaaagcat
caggcagaag
ctcegcccat
taattttttt
agtgaggagg
cagtctcgaa
tcecggeeget
ctctgatgcce
cgacctgtcc
cacgacggge
gctgctattg
gaaagtatcc
cccattcgac
tcttgtcgat
cgccaggete
ctgcttgecg
gctgggtgtyg

gcttggcggce

<ccgggeggc
ttgatgagtt
tttgtgatgec
acaattgcat
agtaaaacct
cgaagaggcc
gcgccctgta
acacttgcca
ttcgecgget
gctttacggc
tcgeceetgat
ctcttgttce
gggattttgc
gcgaatttta
atctgtgeqg
ctctgaaaga
gtgtcagtta
gcatctcaat
tatgcaaagc
cccgeccccta
tatttatgca
cttttttgga
cttaaggcta
tgggtggaga
gcecgtgttee
ggtgecetga
gttccttgeg
ggcgaagtgc
atcatggctg
caccaagcga
caggatgatc
aaggcgegea
aatatcatgg
gcggaccgek

gaatgggetg

cgcttecctt
tggacaaacc
tattgcttta
tcattttatg
ctacaaatgt
cgcaccgatc
gcggcgcecatt
gcgccctage
ttccecgtea
acctcgaccc
agacggtttt
aaactggaac
cgatttcgge
acaaaatatt
tatttcacac
ggaacttggt
gggtgtggaa
tagtcagcaa
atgcatctca
actccgecca
gaggccgagg
ggcctaggct
gagccaccat
ggctattcgg
ggctgtcage
atgaactgca
cagctgtgct
cggggcagga
atgcaatgcg
aacatcgcat
tggacgaaga
tgcecgacgg
tggaaaatqgg
atcaggacat

accgcttect

Sequence: plasmid

tagtgagggt
acaactagaa
tttgtaacca
tttecaggtte
ggtaaaatce
gcccttccca
aagcgcggcg
gcccgctect
agctctaaat
caaaaaactt
tcgeectttg
aacactcaac
ctattggtta
aacgcttaca
cgcatacgcg
taggtacctt
agtccccagg
ccaggtgtgg
attagtcagce
gttcegecca
ccgectegge
tttgcaaaaa
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaggggcgc
ggacgaggca
cgacgttgte
tctcectgtea
gcggectgceat
cgagcgagca
gcatcagggg
cgaggatctc
ccgcitttct
agcgttggcet

cgtgctttac

taatgcttcg
tgcagtgaaa

ttataagctg

agggggagat

gataaggatc
acagttgcge
ggtgtggtgg
ttegetttet
cgggggctce
gattagggtg
acgttggagt
cctatctegg
aaaaatgagc
atttcctgat
gatctgcgca
ctgaggcgga
ctceccagea
aaagtcccca
aaccatagtc
ttcteccgece
ctctgagecta
gcttgattet
gatggattgc
gcacaacaga
ccggttettt
gcgcggctat
actgaagcgg
tectecaccttg
acgcttgatc
cgtactcgga
ctegegecag
gtcgtgacce
ggattcatcg
acccgtgata

ggtatcgecg

agcagacatg
aaaatgcttt
caataaacaa
gtgggaggtt
gatceggget
agectgaatg
ttacgcgcag
tccecttecctt
ctttagggtt
atggttcacg
ccacgttctt
tctattcettt
tgatttaaca
gcggtatttt
gcaccatggc
aagaaccagé
ggcagaagta
ggctecccag
cegeccetaa
catggctgac
ttccagaagt
tctgacacaa
acgcaggttc
caatcggctg
ttgtcaagac
cgtggetgge
gaagggactg
ctcctgecga
cggctacctyg
tggaagccgg
ccgaactgtt
atggcgatgc
actgtggceg
ttgctgaaga

ctececegatte

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100



gcagcgcatc
gaaatgaccqg
attttcatta
atggtgcact
gccaacaccce
agctgtgacc
cgcgagacga
ggtttcttag
atttttctaa
tcaataatat
cttttttgeg
agatgetgaa
taagatcctt
tctgctatgt
catacactat

ggatggcatg

ggccaactta
catgggggat
aaacgacgag
aactggcgaa
taaagttgca
atctggagcc
gccctcecgt
tagacagatc
ttactcatat
gaagatcctt
agcgtcagac
aatctgctgce
aéagctacca
tgttetteta
atacctcgct
taccgggttg
gggttcgtge
gcgtgagcta
aagcggcaqg
tctttatagt

gtcagggggg

gccttctatce
accaagcgac
catctgtgtg
ctcagtacaa
gctgacgege
gtctccggga
aagggcctcg
acgtcaggtg
atacattcaa
tgamsaaagga
gcattttgce
gatcagttgy
gagagttttc
ggcgcggtat
tctcagaatg
acagtaagag
cttctgacaa
catgtaactc
cgtgacacca
ctacttactc
ggaccacttc
ggtgagcgtg
atcgtagtta
gctgagatag
atactttaga
tttgataatc
cccgtagaaa
ttgcaaacaa
actcttttte
gtgtagecegt
ctgctaatcc
gactcaagac
acacagccca
tgagaaagcg
gtcggaacag
cctgtegggt

cggagcectat

gcecttecttga
gcccaacctg
ttggtttttt
£ctgctctga
cctgacgggc
gctgecatgtg
tgatacgcct
gcacttttcg
atatgtatcc
agagtatgag
tteetgtttt
gtgcacgagt
gccccgaaga
tatcccgtat
acttggttga
aattatgcag
cgatcggagg
gccttgatcg
cgatgcctgt
tagcttcccg
tgcgctcgge
ggtctcgegg
tctacacgac
gtgcctcact
ttgatttaaa
tcetgaccaa
agatcaaagq
aaaaaccacc
cgaaggtaac
agttaggecca
tgttaccagt
gatagttacc
gcttggagcg
ccacgcttcce
gagagcgcac
ttegecacet

ggaaaaacgc

cgagttcttc
ccatcacgat
gtgtgaatcg
tgccgcatag
ttgtctgete
tcagaggttt
atttttatag
gggaaatgtg
gctcatgaga
tattcaacat
tgctcaccca
gggttacatc
acgttttcca
tgacgccggg
gtactcacca
tgctgeocata
accgaaggag
ttgggaaccg
agcaatggca
gcaacaatta
ccttccggect
tatcattgca
ggggagtcag
gattaagcat
acttcatttt
aatcccttaa
atcttcttga
gctaccagcg
tggecttcage
ccacttcaag
ggctgetgece
ggataaggcg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag

cagcaacgeg

tgagcgggac
ggccgeaata
atagcgataa
ttaagccage
ccggcatccg
tcaccgtcat
gttaatgteca
cgcggaacce
caataaccct
tteccgtgteg
gaaacgctgg
gaactggatc
atgatgagca
caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagtg
ctaaccgectt
gagctgaatg
acaacgttgce
atagactgga
ggctggttta
gcactggggc
gcaactatgg
tggtaactgt
taatttaaaa
cgtgagtttt
gatccttttt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata
cagcggtcgg
accgaactga
aaggcggaca
ccagggggaa
cgtcgatttt

gcetttttac

tctggggtte
aaatatcttt
ggatccgegt
cccgacacce
cttacagaca
caccgaaacqg
tgataataat
ctatttgttt
gataaatgct
cccttattcce
tgaaagtaaa
tcaacagcgg
cttttaaagt
teggtegeeqg
agcatcttac
ataacactgc
ttttgcacaa
aagccatacc
gcaaactatt
tggaggcgga
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagt
ggatctaggt
cgttccactg
ttctgecgegt
tgccggatca
taccaaatac
caccgecctac
agtcgtgtct
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatccggt
acgcctggta
tgtgatgctc

ggttcctgge

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260

4320



cttttgctgg
ttattcattg
ctatatcata
tgattattga
atggagttcc
cceccgeccat
cattgacgtce
tatcatatgc
tatgcccagt
ategctatta
gactcacggg
caaaatcaac
aaatgggcgg
gtcagatcac
gtgcttctga
agaagttggt
gaccaataga
attggtctta
tacagctctt
gatgggggtg
tctgggccte
gaggtacctcec
cagcttgaat
gatggaggtc
tgtcctgegg
gcatgtggat
agcccagaag
cactgctgac
gaagctgtac
<210> 210
<211>
<213>

<220>
<223>

<400> 210
ctagagtcga

ataagataca

atttgtgaaa

ccttttgectce
gttatatagc
atatgtacat
ctagttatta
gcgttacata
tgacgtcaat
aatgggtgga
caagtccgce
acatgacctt
ccatggtgat
gatttccaag
gggactttcc
taggcgtgta
tagaagcttt
cacaacagtc
cgtgaggcac
aactgggctt
ctgacatcca
aaggctagag
cacgaatgtc
ccagtcctgg
ttggaggcca
gagaatatca
gggcagcagg
ggccaggecc
aaagccgtca
gaagccatct
actttccgea

acaggyggagy

6059
<212> DNA
Artificial

Description of

coccgggcggc
ttgatgagtt

tttgtgatgc

acatggctcg
ataaatcaat
ttatattggc
atagtaatca
acttacggta
aatgacgtat
gtatttacgg
ccctattgac
acgggacttt
geggttetgg
tcteccaccce
aaaatgtcgt
cggtgggagg
attgcggtag
tcgaacttaa
tgggcaggta
gtcgagacag
ctttgecttt
tacttaatac
ctgcetgget
gcgecccace
aggaggccga
ctgtcccaga
ccgtagaagt
tgttggtcaa
gtggccttcg
cccctccaga
aactcttccg

cctgcaggac

Artificlal

cgctteectt
tggacaaacc

tattgcttta

acagatcttc
attggctatt
tcatgtccaa
attacggggt
aatggcccgce
gttcccatag
taaactgecec
gtcaatgacg
cctacttggce
cagtacacca
attgacgtca
aacaactgcg
tctatataag
tttatcacag
gctgcagtga
agtatcaagg
agaagactct
ctctcecacag
gactcactat
gtggcttctc
acgcctcatec
gaatatcacg
caccaaagtt
ctggcagggc
ctcttecccag
cagcctcacc
tgcggecteca
agtctactcc

aggggaccat

aatattggcce
ggccattgca
tatgaccgee
cattagttca
ctggctgacc
taacgccaat
acttggcagt
gtaaatggcc
agtacatcta
atgggcgtgg
atgggagttt
atcgceccgeco
cagagctcgt
ttaaattgct
ctctcttaag
ttacaagaca
tgegtttctg
gtgtccactc
aggctagect
ctgtccctge
tgtgacagcec
acgggctgta
aatttctatg
ctggcecctge
ccgtgggage
actctgcttc
gctgctccac
aatttectec

catcaccate

Sequence: plasmid

attagccata
tacgttgtat
atgttggcat
tagcccatat
gcccaacgac
agggactttc
acatcaagtyg
cgcctggcat
cgtattagtc
atagcggttt
gttttggcac
ccgttgacgce
ttagtgaacc
aacgcagtca
gtagccttge
ggtttaagga
ataggcacct
ccagttcaat
cgagcgegga
tgtegctcce
gagtcctgga
atgaaacctyg
cctggaagag
tgtcggaagc
ccctgecaget

gggctctgeg

teccgaacaat

ggggaaagct

accattgat

tagtgagggt taatgcttcg agcagacatg

acaactagaa tgcagtgaaa aaaatgcttt

tttgtaacca ttataagctg caataaacaa

4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340

5400

5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6059

60
120
180



gttaacaaca
ttttaaagca
ggcgtaatag
gcgaatggac
cgtgaccgct
tctcgecacg
ccgatttagt
tagtgggcca
taatagtgga
tgatttataa
aaaatttaac
cteccttacge
ctgaaataac
tgtggaatgt
tgcaaagcat
caggcagaag
ctcecgeecat
taattttttt
agtgaggagg
cagtctcgaa
tccggecget
ctctgatgcec
cgacctgtcc
cacgacgggc
gctgctattg
gaaagtatcc
cccattegac
tcttgtegat
cgccaggctc
ctgcttgeeg
gctgggtgtg
gcttggcgge
gcagcgeatc
gaaatgaccg
attttcatta
atagtygcact

gccaacaccc

acaattgcat
agtaaaacct
cgaagaggcc
gcgecctgta
acacttgcca
ttegeegget
gctttacggce
tcgeccctgat
ctcttgttee
gggattttge
gcgaatttta
atctgtgegyg
ctctgaaaga
gtgtcagtta
gcatctcaat
tatgcaaagc
cccgccccta
tatttatgea
cttttttgga
cttaaggcta
tgggtggaga
gcogtgttee
ggtgeccctga
gttccttgeg
ggcgaagtge
atcatggctg
caccaagcga
caggatgatc
aaggcgcgca
aatatcatgg
gcggaccgcet
gaatgggctg
gccttctate
accaagcgac
catctgtgtyg
ctcagtacaa

gctgacgege

tcattttatg
ctacaaatgt
cgcaccgatc
geggegeatt
gcgeccctage
ttceccgtea
acctcgacce
agacggtttte
aaactggaac
cgatttegge
acaaaatatt
tatttcacac
ggaacttggt
gggtgtggaa
tagtcagcaa
atgcatctca
actccgccca
gaggccgagg
ggcctagget
gagccaccat
ggctattcgg
ggctgtcage
atgaactgca
cagctgtgct
cggggcagga
atgcaatgcg
aacatcgcat
tggacgaaga
tgccecgacgg
tggaaaatgg
atcaggacat
accgcttcet
gccttettga
gcccaacctg
ttggtttttt
tctgctctga

cctgacggge

tttcaggttc
ggtaaaatce
geecttecca
aagcgcggcg
gcccgctect
agctctaaat
caaaaaactt
tegececttetg
aacactcaac
ctattggtta
aacgcttaca
cgcatacgecqg
taggtacctt
agtccccaqgqg
ccaggtgtgg
attagtcagc
gttccgcecca
ccgecctegge
tttgcaaaaa
gattgaacaa
ctatgactqgqg
gcaggggcgce
ggacgaggca
cgacgttgte
tctcetgtca
gcggctgcat
cgagcgagca
gcatcagggg
cgaggatctc
ccgettttct
agcgttggcet
cgtgctttac
cgagttcttce
ccatcacgat
gtgtgaatcg
tgccgcecatag

ttgtctgete

agggggagat
gataaggatc
acagttgcgce
ggtgtggtgg
ctegetttcet
egggggctee
gattagggtg
acgttggagt
cctatctcgg
aaaaatgagc
atttcctgat
gatctgcgea
ctgaggcgga
céccccagca
aaagtcccca
aaccatagtc
ttctecegece
ctctgagcta
gecttgattct
gatggattgc
gcacaacaga
ccggttettt
gcgcggctat
actgaagecgqg
tctcaccttg
acgcttgatce
cgtactcgga
ctcgcgecag
gtcgtgacee
ggattcatcg
acccgtgata
ggtatcgccg
tgagcgggac
ggccgcaata
atagcgataa
ttaagccagce

ccggcatccg

gtgggaggtt
gatccggget
agcctgaatg
ttacgcgcag
tecececttectt
ctttagggtt
atggttcacg
ccacgttctt
tctattcttt
tgatttaaca
gcggtatttt
gcaccatgge
aagaaccagc
ggcagaagta
ggctcccceag
ccgcccctaa
catggctgac
ttccagaagt
tctgacacaa
acgcaggttc
caatcggctg
ttgtcaagac
cgtggctgge
gaagggactg
ctcctgeoega
cggctacctg
tggaagccgg
ccgaactgtt
atggcgatgc
actgtggceg
ttgctgaaga
ctceccgatte
tctggggttce
aaatatcttt
ggatccgecgt
cccgacacec

cttacagaca

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1060
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400



agctgtgacc
cgcgagacga
ggtttcttag
atttttctaé
tcaataatat
cttttttgeg
agatgctgaa
taagateett
tctgcectatgt
catacactat
ggatggcatg
ggccaactta
catgggggat
aaacgacgag
aactggcgaa
taaagttgca
atctggagcc
gccctcecgt
tagacagatc
tcactcatat
gaagatcctt
agcgtcagac
aatctgctgce
agagctacca
tgttcttcta
atacctcgct
taccgggttg
gggttcgtge
gcgtgagcta
aagcggcagg
tctttatagt
gtcagggggg
cttttgctgg
ttattcattg
ctatatcata
tgattattga

atggagttcc

gtctccggga
aagggcctcg
acgtcaggtg
atacattcaa
tgaaaaagga
gcattttgcc
gatcagttgg
gagagtttte
ggcgcggtat
tctcagaatg
acagtaagag
cttctgacaa
catgtaactc
cgtgacacca
ctacttactc
ggaccacttc
ggtgagcgtg
atcgtagtta
gctgagatag
atactttaga
tttgataatc
cccgtagaaa
ttgcaaacaa
actctttttce
gtgtagccgt
ctgctaatce
gactcaagqgac
acacagccca
tgagaaagcg
gtcggaacag
cctgtcgggt
cggagcctat
ccttttgete
gttatatagc
atatgtacat
ctagttatta

gegttacata

gctgcatgtyg
tgatacgcct
gcactttteg
atatgtatecc
agagtatgag
ttcctgttitt
gtgcacgagt
gccccgaaga
tatcccgtat
acttggttga
aattatgcag
cgatcggagg
geccttgatceg
cgatgcctgt
tagcttcececg
tgcgctegge
ggtctcgcgg
tctacacgac
gtgecctcact
ttgatttaaa
tcatgaccaa
agatcaaagg
aaaaaccacc
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacc
gcttggagcg
ccacgcttce
gagagcgcac
ttcgcecacct
ggaaaaacgc
acatggctcg
ataaatcaat
ttatattgge
atagtaatca

acttacggta

tcagaggctt
atttttatag
gggaaatgtg
gctcatgaga
tattcaacat
tgctcaccca
gggttacatc
acgttttcca
tgacgccggg
gtactcacca
tgctgccata
accgaaggag
ttgggaaccg
agcaatggca
gcaacaatta
ccttecgget
tatcattgca
ggggagtcag
gattaagcat
acttcatttt
aatcccttaa
atcttcttga
gctaccagcg
tggcttcage
ccacttcaag
ggctgctgce
ggataaggcg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag
cagcaacgcqg
acagatcttc
attggctatt
tcatgtccaa
attacggggt

aatggcccge

tcaccgtcat
gttaatgtca
cgcggaacce
caataaccct
ttcegtgtcg
gJaaacgetgyg
gaactggatc
atgatgagca
caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagtg
ctaaccgett
gagctgaatg
acaacgttgc
atagactgga
ggctggttta
gcactgggge
gcaactatgg
tggtaactgt
taatttaasa
cgtgagtttt
gatccttttt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata
cagcggtegg
accgaactga
aaggcggaca
ccagggggaa
cgtcgatttt
gcctttttac
aatattggcc
ggccattgca
tatgaccgcc
cattagttca

ctggetgace

caccgaaacqg
tgataataat
ctatttgttt
gataaatgct
cccttattee
tgaaagtaaa
tcaacagcqgg
cttttaaagt
tcggtcgeeg
agcatcttac
ataacactgc
ttttgcacaa
aagccatacc
gcaaactatt
tggaggcgga

ttgctgataa

cagatggtaa .

atgaacgaaa
cagaccaagt
ggatctaggt
cgttccactg
ttctgegegt
tgccggatca
taccaaatac
caccgcctac
agtcgtgtet
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatccggt
acgcctggta
tgtgatgctc
ggttcectgge
attagccata
tacgttgtat
atgttggcat
tagcccatat

gcccaacgac

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2620
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560

4620



cceccgeccat
cattgacgtec
tatcatatgc
tatgcccagt
atcgctatta
gactcacggg
caaaatcaac
aaatgggcgg
gtcagatcac
gtgcttctga
agaagttggt
gaccaataga
attggtctta
tacagctctt
gatgggggtyg
tctgggeetce
gaggtacctc
cagcttgaat
gatggaggtc
tgtcctgeqqg
gcatgtggat
agcccagaag
cactgctgac
gaagctgtac
<210>
<211>

<212>
<213>

211
6059
DNA
Arti

<220>
<223>

<400> 211
ctagagtcga

ataagataca
atttgtgaaa
gttaacaaca
ttttaaagca
ggcgtaatag
gcgaatggac

cgtgaccget

tgacgtcaat
aatgggtgga
caagtccgeco
acatgacctt
ccatggtgat
gatttccaag
gggactttcec
taggcgtgta
tagaagcttt
cacaecagtc
cgtgaggcac
aactgggctt
ctgacatcca
aaggctagaqg
cacgaatgtc
ccagtcctgg
ttggaggcca
gagaatatca
gggcagcagg
ggccaggece
aaagccgtca
gaagccatct

actttccgeca

acaggggagg

ficial

cccgggeggc
ttgatgagtt
tttgtgatgc
acaattgcat
agtaaaacct
cgaagaggcc
gcgecctgta

acacttgcca

aatgacgtat
gtatttacgg
ccctattgac
acgggacttt
gcggttttgg
tectecacccece
aaaatgtcgt
cggtgggagg
attgcggtag
tcgaacttaa
tgggcaggta
gtcgagacag
ctttgececttt
tacttaatac
ctgcctgget
gcgecccace
aggaggccga
ctgtcccaga
ccgtagaagt
tgttggtcaa
gtggccttcg
cccctecaga
aactctteccg

cctgcaggac

Description of Artificial

cgctteceett
tggacaaacc
tattgcttta
tcattttatg
ctacaaatgt
cgcaccgatc
gcggcgcoatt

gcgcectage

gttcccatag
taaactgccce
gtcaatgacg
cctacttgge
cagtacacca
attgacgtca
aacaactgcg
tctatataag
tttatcacag
gctgcagtga
agtatcaagg
agaagactct
ctctcecacag
gactcactat
gtggcttcte
acgcctcatc
gaatatcacg
caccgacgtt
ctggcagggc
ctcttcccag
cagcctcacc
tgcggcecctca
agtctactce

aggggaccat

taacgccaat
acttggecagt
gtaaatggcc
agtacatcta
atgggcgtagg
atgggagttt
atcgceccgcece
cagagctegt
ttaaattgct
ctctcttaag
ttacaagaca
tgegtttetg
gtgtececactce
aggctagcct
ctgtcecectge
tgtgacagcc
acgggctgtg
aatttctatg
ctggeccctge
ccgtgggagce
actctgcttc
gctgetecac
aatttcctece

catcaccatc

Sequence: plasmid

tagtgagggt
acaactagaa
tttgtaacca
tttcaggttc
ggtaaaatcc
gcccttecca
aagcgcggcyg

gcccgetect

taatgcttcg
tgcagtgaaa
ttataagctg
agggggagat
gataaggatc
acagttgcgc
ggtgtggtgg
ttcgetttct

agggactttc
acatcaagtg
cgcctggcat
cgtattagtc
atagcggttt
gttttggcac
ccgttgacge
ttagtgaacc
aacgcagtca
gtagccttge
ggtttaagga
ataggcacct
ccagttcaat
cgagcgegga
tgtcgctece
gagtcctgga
ctgaacactg
cctggaagag
tgtcggaagc
ccctgcaget
gggctctgeg
tccgaacaat

ggggaaagct

accattgat

agcagacatg
aaaatgcttt
caataaacaa
gtgggaggtt
gatccgggcect
agcctgaatg
ttacgcgcag

tcccttectt

4680
4740
4800
4860
4920
45680
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
58890
5940
6000

6059

60
120
180
240
300

360

" 420

480



tetcgecacg
ccgatttagt
tagtgggcca
taatagtgga
tgatttataa
aaaatttaac
ctccttacge
ctgaaataac
tgtggaatgt
tgcaaagcat
caggcagaag
cteccgeccat
taattttttt
agtgaggagg
cagtctcgaa
teccggeeget
ctctgatgcce
cgacctgtec
cacgacgggc
gctgctattg
gaaagtatcc
cccattcgac
tcttgtcgat
cgccaggctce
ctgcttgeeg
getgggtgtyg
gcttggcgge
gcagcgcatc
gaaatgaccg
attttcatta
atggtgcact
gccaacaccc
agctgtgacc
cgcgagacga
ggtttctta§
atttttctaa

tcaataatat

ttcgecgget
gectttacgge
tcgecctgat
ctcttgttee
gggattttgce
gcgaatttta
atctgtgegg
ctctgaaaga
gtgtcagtta
gcatctcaat
tatgcaaagc
ccegecceta
tatttatgca
cttttttgga
cttaaggcta
tgggtggaga
gccgtgttce
ggtgccctga
gtteccttgeg
ggcgaagtgc
atcatggctg
caccaagcga
caggatgatc
aaggcgcgca
aatatcatgg
gcggaceget
gaatgggctg
gccttctatce
accaagcgac
catctgtgtg
ctcagtacaa
gctgacgcgce
gtctceggga
aagggcctcg
acgtcaggtg
atacattcaa

tgaaaaagga

ttcccegteca
acctcgaccce
agacggtttt
aaactggaac
cgatttcggce
acaaaatatt
tatttcacac
ggaacttggt
gggtgtggaa
tagtcagcaa
atgcatctca
actcecgcecca
gaggccgagg
ggcctaggct
gagccaccat
ggctattcgg
ggctgtcagec
atgaactgca
cagctgtgct
cggggcagga
atgcaatgcg
aacatcgcat
tggacgaaga
tgcccgacgg
tggaaaatgg
atcaggacat
accgettect
gccttcttga
gcccaacctg
ttggtttttt
tectgectetga
cctgacgggce
gctgcatgtg
tgatacgcct
gcacttttcg
atatgtatcc

agagtatgag

agctctaaat
caaaaaactt
tcgeecctttyg
aacactcaac
ctattggtta
aacgcttaca
cgcatacgeq
taggtacctt
agtccccagg
ccaggtgtgg
attagtcagc
gttccgccca
ccgectegge
tttgcaaaaa
gattgaacaa
ctatgactgg
gcagggygcgc
ggacgaggca
cgacgttgtc
tctectgtca
gcggctgcat
cgagcgagca
gcatcagggg
cgaggatctce
ccgecttttet
agcgttggcet
cgtgctttac
cgagttcttc
ccatcacgat
gtgtgaatcg
tgeccgeatag
ttgtctgecte
tcagaggttt
atttttatag
gggaaatgtg
gctcatgaga

tattcaacat

cgggggctce
gattagggtg
acgttggagt
cctatctcgg
aaaaatgagc
atttcctgat
gatctgegea
ctgaggegga
ctccccageca
aaagtcccca
aaccatagte
ttcteecgeee
ctctgagcta
gcttgattct
gatggattgc
gcacaacaga
ccggtteott
gcgcggctat
actgaagcgg
tctcaccttg
acgcttgatc
cgtactcgga
ctecgegecag
gtcgtgacce
ggattecatcg
acccgtgata
ggtatcgeccg
tgagcgggac
ggccgcaata
atagcgataa
ttaagccagc
ccggcatccg
tcaccgtcat
gttaatgtca
cgcggaacce
caataaccct

tteegtgtes

ctttagggtt
atggttcacg
ccacgttctt
tetattcttt
tgatttaaca
gcggtatttt
gcaccatggc
aagaaccagc
ggcagaagta
ggctcccececag
ccgeecctaa
catggctgac
ttccagaagt
tctgacacaa
acgcaggttc
caatcggctg
ttgtcaagac
cgtggctggce
gaagggactg
ctectgecga
cggctacctg
tggaagcegg
ccgaactgtt
atggcgatgc
actgtggccy
ttgctgaaga
ctcccgattce
tctggggete
aaatatcttt
ggatccgegt
cccgacaccc
cttacagaca
caccgaaacqg
tgataataat
ctatttgttt
gataaatgct

cccttattec

540

600

660

720

760

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700



cttttetgeg
agatgctgaa
taagatcett
tectgectatgt
catacactat

ggatggcatg
ggccaactta
catgggggat
aaacgacgag
aactggcgaa
taaagttgca
atctggagcc
gccctecoegt
tagacagatc
ttactcatat
gaagatcctt
agcgtcagac
aatctgctge
agagctacca
tgttcttcta
atacctcgct
taccgggttg
gggttcgtgce
gcgtgagcta
aagcggcagg
tctrtatagt
gtcagggggqg
cttttgctgg
ttattcattyg
ctatatcata
tgattattga
atggégttcc
ccccgoccat
cattgacgtc
tatcatatgc
tatgcccagt

atcgctatta

gcattttgce
gatcagttgg
gagagttttc
ggcgcggtat
tctcagaatg
acagtaagag
cttctgacaa
catgtaactc
cgtgacacca
ctacttacte
ggaccactte
ggtgagcgtg
atcgtagtta
gctgagatag
atactttaga
tttgataatc
cccgtagaaa
ttgcaaacaa
actcttttte
gtgtagccgt
ctgctaatcc
gactcaagac
acacagccca
tgagaaagcg
gtcggaacag
cctgtegggt
cggagcctat
ccttttgete
gttatatagc
atatgtacat
ctagttatta
gcgitacata
tgacgtcaat
aatgggtgga
caagtecgce
acatgacctt

ccatggtgat

ttcetgtttt
gtgcacgagt
gceccocgaaga
tatcccgtat
acttggttga
aattatgcag
cgatcggagg
gccttgatcg
cgatgcctgt
tagcttcccg
tgecgctegge
ggtctcgegg
tctacacgac
gtgcctcact
ttgatttaaa
tcatgaccaa
agatcaaagg
aaasaaccacc
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacc
gcttggageg
ccacgecttee
gagagcgcac
ttcgececacct
ggaaaaacgc
acatggctcg
ataaatcaat
ttatattggc
atagtaatca
acttacqgta
aatgacgtat
gtatttacgg
ccctattgac

acgggacttt

gcggttttgg

tgctcaccca
gggttacatc
acgttttcca
tgacgccggg
gtactcacca
tgctgeccata
accgaaggag
ttgggaaccg
agcaatggca
gcaacaatta
ccttcecgget
tatcattgca
ggggagtcag
gattaagcat
acttcatttt
aatcccttaa
atcttcttga
gctaccagcg
tggcttcagce
ccacttcaag
ggctgctgee
ggataaggeg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag
cagcaacgcg
acagatcttc
attggctatt
tcatgtccaa
attacggggt
aatggcccgce
gttcccatag
taaactgcce
gtcaatgacg
cctacttggce

cagtacacca

gaaacgctgqg
gaactggatc
atgatgagca
caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagtg
ctaaccgcectt
gagctgaatg
acaacgttgc
atagactgga
ggctggttta
gcactggggc
gcaactatgg
tggtaactgt
taatttaaaa
cgtgagttct
gatccttttt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata
cagcggtegy
accgaactga
aaggcggaca
ccagggggaa
cgtegatttt
gcctttttac
aatettggce
ggccattgea
tatgaccgce
cattagttca
ctggctgacc
taacgccaat
acttggcagt
gtaaatggcc

agtacatcta

atgggcgtgg

tgaaagtaaa
tcaacagecgy
cttttaaagt
tcggtcegecy
agcatcttac
ataacactgc
ttttgcacaa
aagccatacc
gcaaactatt
tggaggcgga
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagt
ggatctaggt
cgttccactg
ttctgegegt
tgccggatca
taccaaatac
caccgcctac
agtegtgtet
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatccggt
acgcctggta
tgtgatgctc
ggttectgge
attagccata
tacgttgtat
atgttggcat
tagcccatat
gcccaacgac
agggactttc
acatcaagtg
cgcctggeat
cgtattagte

atageggttt

2760
28620
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920



gactcacggg
caaaatcaac
aaatgggcgg
gtcagatcac
gtgcttctga
agaagttggt
gaccaataga
attggtctta
tacagctett
gatgggggtg
tctgggecte
gaggtacctc
cagcttgaat
gatggaggtc
tgtecctgegg
gcatgtggat
agcccagaag
cactgctgac
gaagctgtac
<210> 212
<211> 6059
<212> DNA
<213> Arti

<220>
<223>»

<400> 212
ctagagtcga

ataagataca
atttgtgaaa
gttaacaaca
ttttaaagca
ggcgtaatag
gcgaatggac
cgtgaccgct
tctcgecacg
ccgatttagt
tagtgggcca
taatagtgga

tgatttataa

gatttccaag
gggactttece
taggcgtgta
tagaagcttt
cacaacagtc
cgtgaggcac
aactgggctt
ctgacatcca
aaggctagag
cacgaatgtce
ccagtcctgg
ttggaggecca
gagaatatca
gggcagcagg
ggccaggcce
aaagccgtcg
gaagccatct
actttccgceca

acaggggagg

ficial

Description of

cccgggceggc
ttgatgagtt
tttgtgatge
acaattgcat
agtaaaacct
cgaagaggcc
gcgecctgta
acacttgcca
ttcgeegget
gctttacggce
tecgececctgat
ctctigttce

gggattttge

tctccaccce
aaaatgtcgt
cggtgggagg
attgcggtag
tcgaacttaa
tgggcaggta
gtcgagacaqg
ctttgeettt
tacttaatac
ctgecetgget
gcgceccace
aggaggccga
ctgtcccaga
ccgtagaagt
tgttggtcaa
agggccttceg
cccctccaga
aactctteccg

cctgcaggac

Artificial

cgcttecett
tggacaaacc
tattgcttta
tcattttatg
ctacaaatgt
cgcaccgatc
gcggegeatt
gecgeccctage
ttccecgteca
acctcgaccc
agacggtttt
aaactggaac

cgatttcgge

attgacgtca
aacaactgcg
tctatataag
tttatcacag
gctgcagtga
agtatcaagg
agaagactct
ctctecacag
gactcactat
gtggcttcte
acgcctcatc
gaatatcacg
caccaaagtt
ctggcaggge
ctcttcccag
cagcctcacc
tgcggectcea
agtctactcc

aggggaccat

atgggagttt
atcgecccgee
cagagctcgt
ttaaattgct
ctctcttaag
TCacaagaca
tgegtttctg
gtgtccacte
aggctagecct
ctgtcecctge
tgtgacagcc
acgggctgtg
aatttctatg
ctggeccctge
ccgtgggage
actctgcttc
gctgetecac
aatttcctece

catcaccatc

Sequence: plasmid

tagtgagggt
acaactagaa
tttgtaacca
tttcaggttc
ggtaaaatcc
gcccttccca
aagcgcggcg
gcccgeteet
agctctaaat
caaaaaactt
tcgecectttg
aacactcaac

ctattggtta

taatgcttceg
tgcagtgaaa
ttataagctg
agggggagat
gataaggatc
acagttgcgc
ggtgtggtgg
ttegetttet
cgggggctcc
gattagggtg
acgttggagt
cctatctcgg

aaaaatgagc

gttttggcac
ccgttgacge
ttagtgaacc
aacgcagtca
gtagccttgce
ggtttaagga
ataggcacct
ccagttcaat
cgagcgcgga
tgtcgctcce
gagtcctgga
ctgaacactg
cctggaagag
tgtcggaagc
ccctgcaget

gggctctgcg

tccgaacaat

ggggaaagct

accattgat

agcagacatg
aaaatgcttt
caataaacaa
gtgggaggtt
gatceggget
agcctgaatg
ttacgcgcag
tecectteett
ctttagggtt
atggttcacg
ccacgttctt
tctattettt

tgatttaaca

4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6059

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780



aaaatttaac
ctecttacge
ctgaaataac
tgtggaatgt
tgcaaagcat
caggcagaag
cteccgececcat
taattttttt
agtgaggagg
cagtctcgaa
tccggeeget
ctctgatgcce
cgacctgtcc
cacgacgggc
gctgetattg
gaaagtatcc
cccattcgac
tettgtegat
cgccaggcectc
ctgcttgeeq
gctgggtgtyg
gcttggcgge
gcagcgcatc
gaaatgaccg
attttcatta
atggtgcact
gccaacaccc
agctgtgacc
cgcgagacga
ggtttcttag
atttttctaa
tcaataatat
cttttttgeg
agatgctgaa
taagatcctt
tctgctatgt

catacactat

gcgaatttta
atctgtgcgg
ctctgaaaga
gtgtcagtta
gcatctcaat
tatgcaaagc
cccgecccta
tatttatgca
cttttttgga
cttaaggcta
tgggtggaga
geegtgttce
ggtgccctga
gtteccttgeg
ggcgaagtgce
atcatggctg
caccaagcga
caggatgatc
aaggcgegea
aatatcatgg
gcggaccgct
gaatgggctg
gccttctatc
accaagcgac
catctgtgtg
ctecagtacaa
gctgacgcge
gtctcecggga
aagggccteg
acgtcaggtqg
atacattcaa
tgaaaaagga
gecattttgec
gatcagttgg
gagagttttc
ggcgcggtat

tctcagaatg

acaaaatatt
tatttcacac
ggaacttggt
gggtgtggaa
tagtcagcaa
atgcatctca
actccgccca
gaggccgagg
ggcctagget
gagccaccat
ggctattcegg
ggctgtcagc
atgaactgca
cagctgtgct
c©ggggcagga
atgcaatgcg
aacatcgcat
tggacgaaga
tgcccgacgg
tggaaaatqgg
atcaggacat
accgecttcect
gccttettga
gceccaacctg
ttggtttttt
tctgctctga
cctgacgggce
gctgcatgtg
tgatacgcct
gcactttteqg
atatgtatcec
agagtatgag
ttecctgtttt
gtgcacgagt
gccccgaaga
tatccegtatc

acttggttga

aacgcttaca
cgcatacgeg
taggtacctt
agtccccagg
ccaggtgtgg
attagtcagc
gttccgececa
ccgectcgge
tttgcaaaaa
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaggggcge
ggacgaggca
cgacgttgtc
tctectgtca
gcggetgeat
cgagcgagca
gcatcagggq
cgaggatctc
ccgettttet
agcgttgget
cgtgctttac
cgagttctte
ccatcacgat
gtgtgaatcqg
tgccgecatag
ttgtctgete
tcagaggttt
atttttatag
gggaaatgtg
gctcatgaga
tattcaacat
tgctcaccca
gggttacatc
acgttttcca
tgacgeccggg

gtactcacca

atttcctgat
gatctgcgeca
ctgaggcgga
ctcececcagea
aaagtcccca
aaccatagtc
ttetecgece
ctctgagecta
gcttgattct
gatggattge
gcacaacaga
ccggttcett
gcgeggetat
actgaagcgg
tctcaccttg
acgcttgate
cgtactcgga
ctcgcgecag
gtcgtgaccc
ggattcatcg
acccgtgata
ggtatcgeeq
tgagcgggac
ggccgcaata
atagcgataa
ttaagccagc
ccggecatceg
tcaccgtcat
gttaatgtea
cgcggaacce
caataaccct
ttccgtgtceg
gaaacgctgg
gaactggatc
atgatgagca
caagagcaac

gtcacagaaa

geggtatitt
gcaccatggc
aagaaccagc
ggcagaagta
ggctccccag
ccgcccctaa
catggctgac
ttccagaagt
tctgacacaa
acgcaggtte
caatcggctg
ttgtcaagac
cgtggctgge
gaagggactg
ctcctgcecga
cggctaccty
tggaagccgg
ccgaactgtt
atggcgatgc
actgtggccg
ttgctgaaga
ctceccgatte
tctggggttc
aaatatcttt
ggatccgegt
cccgacacce
cttacagaca
caccgaaacg
tgataataat
ctatttgttt
gataaatgct
cccttattce
tgaaagtaaa
tcaacagcgg
cttttaaagt
tcggtcgecg

agcatcttac

640

9S00

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000



ggatggcatg
ggccaactta
catgggggat
aaacgacgag
aactggcgaa
taaagttgca
atctggagcc
gccctcecegt
tagacagatc
ttactcatat
gaagatcctt
agcgtcagac
aatctgctge
agagctacca
tgttectteta
atacctcgct
taccgggttg
gggttcgtge
gcgtgagcta
aagcggcagqg
tctttatagt
gtcagggggyg
cttttgctgg
ttattcattg
ctatatcata
tgattattga
atggagttce
ccccgeecat
cattgacgtc
tatcatatgce
tatgcccagt
atéﬁctatta
gactcacggg
caaaatcaac
aaatgggcgg
gtcagatcac

gtgcttctga

acagtaagaqg
cttctgacaa
catgtaactc
cgtgacacca
ctacttactc
ggaccacttc
ggtgagcgtg
atcgtagtta
gctgagatag
atactttaga
tttgataatce
cccgtagaaa
ttgcaaacaa
actcttttte
gtgtagccgt
ctgctaatcc
gactcaagac
acacagcecca
tgagaaagcg
gtcggaacag
cctgtegggt
cggagcctat
cettttgete
gttatatagc
atatgtacat
ctagttatta
gcgttacata
tgacgtcaat
aatgggtgga
caagtccgcece
acatgacctt
ccatggtgat
gatttccaag
gggactttce
taggcgtgta
tagaagcttt

cacaacagte

aattatgcag
cgatcggagg
gccttgatcg
cgatgcctgt
tagcttceccg
tgcgetegge
ggtctcgegyg
tctacacgac
gtgcctcact
ttgatttaaa
tcatgaccaa
agatcaaagg
aaaaaccacc
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttace
gcttggagcg
ccacgettee
gagagcgcac
ttegeccacct
ggaaaaacgc
acatggctcg
ataaatcaat
ttatattggc
atagtaatca
acttacggta
aatgacgtat
gtatttacgg
ccctaétgac
acgggacttt
gcggttttgg
tctccacccee
aaaatgtegt
cggtgggagg
attgcggtag

tcgaacttaa

tgctgccata
accgaaggag
ttgggaaccg
agcaatggca
gcaacaatta
ccttcoceogget
tatcattgca
ggggagtcag
gattaagcat
acttcatttt
aatcccttaa
atcttcttga
gctaccagcg
tggcttcage
ccacttcaag
ggctgctgcc
ggataaggcg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag
cagcaacgcg
acagatcttc
attggctatt
tcatgtccaa
attacggggt
aatggceccge
gttcccatag
taaactgccc
gtcaatgacg
cctacttggce
cagtacacca
attgacgtca
aacaactgcg
tctatataag
tttatcacag

gctgcagtga

accatgagtyg
ctaaccgctt
gagctgaatg
acaacgttgc
atagactgga
ggctggttta
gcactggggc
gcaactatgg
tggtaactgt
taatttaaaa
cgtgagtttt
gatcecttttt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata
cagcggtcgg
accgaactga
aaggcggaca
ccagggggaa
cgtegatttt
gcctttttac
aatattggcc
ggccattgca
tatgaccgec
cattagttca
ctggectgacc
taacgccaat
acttggcagt
gtaaatggec
agtacatcta
atgggcgtgyg
atgggagttt
atcgcececgece
cagagctegt
ttaaattget

ctctcttaag

ataacactgc
ttttgcacaa
aagccatacc
gcaaactatt
tggaggcgga
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagt
ggatctaggt
cgttccactyg
ttctgcgegt
tgceggatca
taccaaatac
caccgcctac
agtcgtgtct
gctgaacggyg
gatacctaca
ggtatccggt
acgcctggta
tgtgatgctc
ggttecctggce
attagccata
tacgttgtat
atgttggcat
tagcccatat
gcccaacgac
agggactttc
acatcaagtg
cgcctggecat
cgtattagte
atagcggttt
gttttggcac
ccgttgacge
ttagtgaacc
aacgcagtca

gtagccttgce

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220



agaagttggt
gaccaataga
attggtctta
tacagctctt
gatgggggtyg
tectgggeete
gaggtacctc
cagcttgaat
gatggaggtc
tgtcctgeqg
gcatgtggat
agcccagaag
cactgctgac

gaagctgtac

cgtgaggcac
aactgggctt
ctgacatcca
aaggctagag
cacgaatgtc
ccagteetgg
ttggaggcca
gagaatatca
gggcagcagg
ggccaggcce
aaagccgtcg
gaagccatct

actttccgca

acaggggagg

tgggcaggta
gtcgagacag
ctttgececttt
tacttaatac
ctgcctgget
gcgccccace
aggaggccga
ctgtcccaga
ccgtagaagt
tgttggtcaa
agggccttcg
cccectecaga
aactcttceg

cctgcaggac

agtatcaagg
agaagactct
ctctccacag
gactcactat
gtggcttcte
acgcctcatc
gaatatcacg
caccgacgtt
ctggcagggce
ctcttecccag
cagcctcacc
tgcggectca
agtctactcc

aggggaccat

ttacaagaca
tgcgtttetg
gtgtcecactce
aggctagecct
ctgtccctge
tgtgacagcc
acgggctgtqg
aatttctatg
ctggcectge
ccgtgggagce
actctgctte
getgetecac
aatttectce

catcaccatc

ggtttaagga
ataggcacct
ccagttcaat
cgagcgcgga
tgtcgetece
gagtcctgga
ctgaacactg
cctggaagag
tgtcggaage
ccctgcagct
gggctctgcg

tccgaacaat

ggggaaagct

accattgat

5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5080
5540
6000

6059
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REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE
/ USuARIC  RADICAD
PATENTE DE INVENCION MODELO DE UTILIDAD { ) ( /
Indicaciin de que se solicita la concesidn de una patente /

()
Datos de identificacién del solicitants o de la persona que s¢ presentalasoliertud [ )

(
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-  Dibujos de ser sstos pertinentes. {)
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- Indicaclén de que se solicita el registro de Disefio Industrial () ()
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Material que incorpora el dissfio { ) { )
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COMPLETA () INCOMPLETA () { )

ESQUEMA DETRAZADO  { )

- Indlcacién de que sollclta el reglstro de un Esquema de trazado () ()
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Representacion grafica del esquema de trazado
Comprobante de pago de las tasas establecidas
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Bogotd, D.C.,
Doctor(a) OficioN° - v+~ 12293
LUIS FELIPE CASTILLO GIBSONE
ASUNTO: Radicacion N° 05-8131
Solicitud intemacional PCT/US2003/020864
Fecha inicio fase nacional 01/07/2003
Tréamite 011
Evento 378
Actuacion 430
Folios 001

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

B FEl poder aportado con la solicitud difiere de la sociedad solicitante por io tanto
se deben presentar los poderes debidamente otorgados, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Co digo de

Procedimiento Civil. Adicionaimente, deberd presentar el documento que
acredita la existencia y representacion legal de la sociedad solicitante, cuando
ésta fuere persona juridica.

W La solicitud no contiene ia copia del documento en que consta la cesién de!
deracho a la patente de ios inventores a los solicitantes 0 a sus causantes.
(Art. 26-k) Decision 486/00.

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 ios requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimierito, la solicitud se
considerara abandonada y perdera su prelacion.

Natifiquese el presente oficio co?orm: lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e),
del capitulo quinto del titulo pripéro Circular Unica N° 10 de 2001.

CESPEDES DE VERGEL

Jeafe de la Divi de Nuevas Creaciones.
El anterior i fue nolificado por fijackMera®d Nolisteoo Rkds5, 7y 10
fecha, _44 T Conmutador: 382 0840
Fax: 350 5220
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