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Direccién: Celle 72 No. 583 Piso 5° cée. [ ow []
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ANEXOS N\

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.
Documento que acredita |a existencla y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Documento de Representacion Legal (F. Hoffmann-La Roche AG)
Documento de cesitn del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones

Copia de la solicitud intemacional. {(Resumen, deacripcion, relvindicaciones, dibujos)

Traduccion de |a solicitud intamaci.onal al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaclones, listado de
secuencias y dibujos )

Copia del examen preliminar intemacional efectuado por la Autoridad Intemacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccién del examen preliminar iIntemacional efectuado por la IPEA.
De ser ¢l caso, copia del conirato de acceso.

De ser ol caso, documento que acredite la licencia o autorizacidn de uso de canocimientos tradicionales
de las comunidades indigenas.
Arte Final 12X12. ‘

De sar el caso, informacion sobre otras solicitudes de patents o titulos obtenidos en el extranjero por
ol mismo titular o su causante, relacionados perclal o totalmente con la Invencién de esta sollcitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a Ia solicitud internacional.

Otros: Reporte de bisqueda internacional con su traduccion, publicacidn con su traduccién y opinidn
escrita con su traduccion.
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de
REPRESENTANTES LEGALES en Bogota de los doctores
ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO vy/o
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ para
TODOS LOS ASUNTOS RELACIONADOS CON LA
PROPIEDAD INDUSTRIAL de la sociedad peticionaria, que
faculta a cada uno de dichos abogados para actuar
individualmente, se estd presentando con esta solicitud.
En consecuencla, ruego a usted reconocer la personeria
de cada uno de dichos Representantes Legales para
actuar dentro del presente expediente, a fin de que
cualquiera de ellos pueda Intervenir en cualquier tiempo

respecto de la solicitud en él contenida.

el g
A LLORE URTE

T.P. No. 53.215



TRADUCCION 'OFICIAL No.
de un documento escrito en inglés; el cual parasundenhﬁcauénsesallaconeleello
de la traductora, lo mismo que la presents.- )

Traduccién de la apostila en inglés que s -ancuentra a continuacién de la
legalizacién de las fimas de los sefiores Klausner y Strebel, representantés legales
de F. Hoffmann-La Roche, que aparecen en un documento dé Poder, escrito en
espafiol e inglés, conferido a ALICIA LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO yio
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, expedida en idioma inglés por el
notario Peter Kuster, bejo el No. 2004/20, el 17-08-2004, en Basilea, Suiza.

-

AUTENTICACION OFICIAL I
(Convention de La Haye du 5 octobre 1861) &z 7
1. Pals: Suiza 'f ; ::‘E '
Este documento pablico : o L3 :::
2. Ha sido firmado por el Lic. iur. Peter Kuster 4 iE
3. Actuando en calidad de notario plblico oo
4. Lleva el sello del mencionado notario
Certificado® *
5. en Basel (Basilea) ~ 6. %i 18 de agosto 2004
7. por la Cancilleria de Estado del Canton de Basel-Stadt - . :, -
8. bajo el No 8835/13376 =T
9. Sello ' ~ 10Fima .
Cancilleria de Estado - Fdo. firma llegible 3
de la ciudad de Basel (Basilea) Ruedi Eggs =

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de la cual 86 deja copia en los archivos de
estas oficinas para su confrontacién.

®

Bogota, 2 de septiembre 2004
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bajo firmados, F.H FFMANN-LA ROCHE AG,
ung saciedad organizada y existente de conformidad
ron las layes de Suiza.

con domicillo en 4070 Basllea, Sulza

nombramos por @l presente @ ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ, domicillados en Bogotd,
Colombla, con oficinas en dicha cludad, Calle 72 No.
6-83, piso Go., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogotd, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiclales o
extrajudiclales, con el fin de dar cumplimiento al
parégrefo 1o. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especiaimente facultados para
representamos ante las autoridades colombianas,
administratives, judiciales o de policia, en todos los
trémites relativos a la propiedad Indusirial, a cuyo
efecto les facultamos pam dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaraclones, raclamos,
recursos y presentar desistimlentos; formular
descripciones, enmiendas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones;
Iinstaurar  cancelaciones, renunclar tfotal o
parciaimente a los registros, ebonar todos los
impuestos y cuolas y efectuar todo otro pago
determinado por la lay; recibir todos los documentos
y valores, dendo el descargo respectivo; llenar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposicion, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar intervencion como
demandantes o demandados ante ios jueces que
sean competentes, pudlendo transar, someter a
érbitros, dasistir, percibir y apelar, con todas las
demas facultades que resulten necesarias, y por el
presents declaramos desde ahora villdo y bueno

cuanto dichos representantes y/o los apoderados que '

cualqulera de ellos nombre hicleren en nuestro
beneficio,

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, para
solichkar en la Oficine de Propledad Industrial Ila
protocollzaclén de este documento y de cualquier
poder que cualquiera de elios olorgue a nombre
nuestro.

Dado y fiimado

I

sidolin’ "
er of procuration ¥;

The undersigned, F.HOFFMANN-LA ROCHE AG, a
oorpomtg_n organized and existing under the laws of
Switzeriand.

L

domiclied at. 4070 Bassl, Switzeriand

L

heresby appoint, ALICIA LLOREDA - and/or
GUSTAVO TAMAYO ang/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices In sald town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal repreaentatma in Bogota,
with power to receive notifications and to appoint
judicial or extrajudiclal agents, so as to comply with
paragraph 10. of article 543 of decres 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO andfor IGNACIO SANTAMARIA -and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially empowered. to
represent us before the edministrative, judiclal or
police aUthorities of Colombla, In all procesdings
pertaining to industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the sald authorities all
the necessary steps for the sald end; to flie petitions,
declarations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up speclfications; to fle amendments, to limit
the scope of _applications, file oppaositions; file
cancallations total or partially waive registrations, to
pay all instaliments and effect all other payments
prescribed by law; to receive proper receipts, to
comply with all other requirements and, In short, to
take-all those measures which they mey deem fit for
the protection of our interests; and In case of
opposition, where the proceedings be passed over to
the courls, we authorize sald agents to act on our
‘behelf, as complainants as well as defendants, before
the competent judges, with full powers to make
arrangements, to submit to arblirators, to desist, to
collect, to appeal and, In short, with all such further
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as'valid and good all that said
representatives and/or the agents by any one of them
appointed may do for our benefit.

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA
andlor GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protocoilzation of thie document and of any power
of attornay by any one of them conferred In our name,
befors the Office of Industrial Property.

v

Glven and signed this 4

F. Hoftmun
L W a0

a ner

-'r'zuovz M'
i1, 2 06 T

S A R
JUAM "ANU"Eé.TBU rLRo ﬂ EDINJ\
(TR L

- l\.--\-. -."'!
&

2




+  nTFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)
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y qui
él as

de F.H
nombrada‘F

Idamenie Juramentado declard y dijo que
om SJ. jmc-' /mo Nda hf‘:ol q
-LA ROCHE AG, la compafila
pl documento que antecede, una -
. socledad - d ente’ organizada .y axlslnnte
conforme a las'\ de Sulza, domiciliade en’ la
ciudad de Basligh, Sulza, legaiments constitulda
para un periodo Ugy duraciébn que ain no ha
terminado, que ejerceMy obleto social; conforme a
las leyes de Sulza; que ¥ declarante estd autorizado
por dicha Compafila para Wnnferir aste poder; quas el
selio eatampado por él al p! tal poder, en nombre
y en repregentacién de la oxﬂ a Compalfila, s el
sello oficlal de ella, y que elipdjpto para el cual se
conflere este Instrumento es ob{nprendndo dentro

Procuration/Mandatory

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Switzorland
Basel {ss_

On this 17th day of August ., 2004

‘o |

personally Fridolin Klausner and Denige Strebel

came

to me Known, an
signed the foregoing Instrument, who being by me
duly swom did depose and say thet he Is the Holder
"~ of FHOFFMANN-LA
ROCHE _AG~ the company named within, @
corpomtmn organized and existing under the laws of

.-+ the Switzerland, .domiclled at the City of Basel,

legally constlituted for a period of tenure not yet
expired, which exercises [is corporate purposas
according to the laws of Switzerland; that the
deponent is  euthorized by said Company to confer
this powar of attomey; that the seal affixad hereunto
by the deponent In the name and on behaif of sald
Corporation is the corporate seal thereof; and that the
purpose for which this instrument. is grented [s
included within the corporate purposes of the

del de |a socledad. ’ Company.
El suscrito Notario ha visto \ Iod' Estatutos de The undersigned Notary Public has seen the articlas
. Incorporacién firados en Suiza, do Basiles, of Incorporation of sald Corporation executed at
con facha \4JuoniQ 149}y y ca que de Sutis; cluded de Basel, under date of 19th day of
conformidad con la legislacion dé di Pals, la June-1997 , 8nd hereby certifles that under
anterior  declaracion juramenladal prueba the laws of seild Country the foregoing
suficiente de qua los hechos sobre qud?lla (erca son acknowledgment I sufficlent proof that the facts
clertos o verdaderos, de lo cual da fe. ‘ therein contalned are true, which he attests.
\\\ \\\ .
Notary Public (Notario Pablico). "\ '\ Basel, this 17-08-2004 (seventeenth day of
‘\\\ L . two thousand ‘and four)
, W f _
- N .r I f-
Or. Peter Kuster
:\f;g_ -':.E";’-ff \ Advokat und Notar
2, Peterakirchplatz 12
. et Postfach’
o’ 2 “Fr ) . CH-4001 Basel
T W Al -
D, PETER KUSTER Ig. Froe—
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"OFFICI AL AUTHENTICATION
(Hague Corventian of Ozwcher S, 1961)

. Connuy: Switsinnd {Schweiz/ Suisse)

This efMeial docunzeit

. is signed BY ccvceencnin ’t-.n.\n‘. ......................

- in hisZher foneiizn as ...

. end certilied by the scal of the M ..........

o Lo .

in Rasel (i33lc) 6. on
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@ﬁ SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
. DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Indusiria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT

(2)N* de solidtud: O~ [ Z _| |75 (51) Int Ct: CO7K 14/555

(22) Fecha de solictud: 30-11-08 (71)Solicitante(s) MAXYGEN, INC. y F. HOFFMANN-LA
ROCHE AG

(30) Prioridad  (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais

60/572,504 18-05-04 us
(72) Inventor{es) PATTEN Phillp A; VISWANATHAN
Sridhar; NISSEN, Torben Leusegaard;
VOGT Anne;, KROPSHOFER Harald;
SCHUMACHER Ralf, FISCHER Stephan;
Siefan; GROSSMANN Adelbert
HESSE Friaderka; SCHALBMAR Andreas;
FALKENSTEN Roberi; KOLL Hans y
DEMBOWSK! Marlas
(74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
(85)  Fecha limite iniclo fase nacional:  19-12-06 (87) Publicacién intermnacional
(86) Datos relatives a la presentacion de la solictiud PCT Fecha: 01-12-05
Fecha de presentacidn de la solicitud: ~ 18-05-05 N° publicacion: WO 2006/113302 A2
No, de solicitud PCT/US2005017471
{54) Trtulo: POLIPEPTIDOS DE INTERFERON-ALFA Y CONJUGADOS

Resumen - Relvindicacion(es):
16n nimero 1.
Un pollpéptido aisiado o recombinants que comprends una secuencia ia cual (#) difiere en 1 a 16 posiciones de aminoécidos
a partir del SEQ ID NO: 1 y (b) comprende una o més sustituciones en relacidn con SEQ ID NO: 1 seleccionada a partir dal grupo que
consiste da FASA/L; V51P; F55A; FB5A; FBEP; L111A; y V114P; dicho polipépikio exhibe actividad antivirsl.
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(PCT Articulo 18 y Reglas 43 y 44)

8

Registra de reforencis del aoliciunwc osgente | PARA FUTURAS  ver Notificacién o Tranamisién del Reports de Bisqueds Internacional
ACCIONES  (Forma PCT/ISA/220) 8! como, donde aplique, el ftem S s contimmcion.

0280.310W0 _

Solicitud internacional No. Fecha de registro internacions] (dis/mes/als) | Fecha de Prioridad (Primera) (dia/meziatic)
PCT/US2005/017471 (18.05.2005) (19.05.2004)
Salicitumte

MAXYGEN, INC.

Este Reporte de Bisqueds Internacional ha sido preparado por esta Autoridad de Bdsqueda Internacional y es transmitido al solicitante
Segiin el Artieulo 18. Una copia serd transmitida a In Oficins Internacional.

Este de Biaqueda Intamacional consta de un total de ___7 hojas.
También esti scompsfiado de um copia da cada documento técnico anterior citado en este reporte.

1. Basetw del reporte

a. Respecio 1l lengunje, In bisqueds imrmacionsl se llevd a eabo segdn Ls solicitud internacional ea e lenguaje en el cual se presentd,
& menos que se indique de otro modo en este ftem.

] e solicitud internacional en el lenguaje en el cual se pressatd,

Dmﬂuﬂiﬁldﬂhﬂliﬂiﬂlﬂﬁﬂlﬂiﬂﬂd , €l cual ex el idioms de is traduccidn presentads pars In
biisqueda internacional (Regles 12.3(a) y 21.1(b))

b. Respecto & una secuencis de dchio nocledtido y/e amino revelade en la solicitud intemacional, ver Recuadro No. L
2. Clertas reivindicaciones no pudleroa localkzarse (Ver Recuadro If).

3. [] Falta unidad de lavencisn (ver Recuadro I,

4, al thwlo,
El taxt0 es aprobado segin lo presenta el solicitmim,
Esta Autoridad hs establecido que el texto se lea aal:

5. Respecto o! resumen,
El texto es aprobado segiin lo presenta e solicitante.
Ents Autoridad ha establecido ¢l texto de acuenda con la Norrma 38.2(b), segiin aparece en ] Recuadro HI. Bl solicitmbe puede, un
man despuds de Ia facha de haber enviado par carreo esta reporte de bilsqueda internacional, presemiar comentarios a esta Autoridad.
6. Respecto a los dibyjos,

2. La figura de los dibajos qus so publicard con ef resumen cs b Figura No. ___

D camo lo sugirld el solicitante.
como lo selecciond esta Autorided, porgue of solicitante no sugirid una figura,
como lo selecelond esta Autoridad, porque ests figun caracteriza mejor e Ia invencidn-

b. P Ninguna do lus figuras cs para ser publicada con e resumen,

“Farma PCT/ISA/210 (Primera hoje) (Enero 2004)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCTIUS20080174Ts

Casllla No.I Nucleétido y/o secuencia aminodcido (s) (Continuacién del item 1.b de la primera hojs)

1. Respecto a cualquier nucledtido y/o secuencia aminoécida revelada en la solicitud internaciona! y necesaria
para la invencién reivindicada, esta opinién se ha establecido segiin:

4. tipo de material:

X un listado de secuencia
(] tabla(s) relacionada con el listado de secuencia

b. formato de material;

B4 en formato escrito
B4 en formato legible por computador

¢. tiempo de presentacién/suministro:

B4 contenido en la solicitud internacional segiin se registrd
(] registrads junto con la solicitud internacional en formato legible par computador
B4 proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad pars la bisqueda.

2. [J Ademis, en el caso en que mis de una versidn a copis de un listado de secuencia y/o tabla relacionada
can ello se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacién en las
copias subsiguientes o adicionales es idéntica a aquella en Ia solicitud segdn se presentd o no va més alld
de la solicitud segiin se registrd, segiin lo epropiado, fueron suministradas.

3. Comentarios adicionales:

Forma PCT/ISA/210 (Continuacién de la primera hoja (1)) (Enero de 2004)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicinad Intemacional No.

PCT/US2005/017471

A. CLASIFICACION DE MATERIA

AG1K38721
B. CAMPOS BUSCADOS

CO7K14/56 Cl2Q1/468 CO7TH21/04 CO7K14/555 Cl2P2102

Segiin la Clasificacién de Patentes Internacional (CPI) o segin la clasificacién nacions] y ks CPI

Ca7K

Documentacién minima buscada (sistema de clasficacion scguido de simbolos de clasificacian)

Documentacisn buscada fuers de documentecion minima hasts dands dichos documentos s (ncluyan en Jos campos buscados

Base de dutos clecirénica conpultads durante s bisqueds intemnacional (nambre de is base de datos y, donde sea prictica, buscar términos usados)
EPO-Interno, Dato WPL, PAJ, BIOSIS, EMBASE, Bisqueda de secuencin

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria® | Citacidn de documentn, con indicacion, donde sea apropiado, de los textos relevantes Relevenia s Ia reivindicacion No.

3 de Junio de 2004 (2004-06-03)
reivindicaciones; figuras; ejemplos

12 de Abril de 2001 (2001-04-12)
reivindicaciones; figuras; ejemplos

PATTEN, PHILLIP, A)
8 de Septiemnbre de 2000 (2000-09-08)
figures; ejemplo 1

ot

Y, WO 2004/046365 A (MAXYGEN, INC; PATTEN, PHILLIP, A.; 1-79
GOVINDARAJAN, SRIDHAR; VISWANATHAN,)

Y WO 01/25438 A (MAXYGEN, INC; HEINRICHS, VOLKER; 1-79
CHEN, TEDDY; PATTEN, PHILLIP, A)

Y WO 00/52153 A (MAXYGEN, INC; HOWARD, RUSSELL, J; 1-79

En el recusdro C se enumneran mis documentng.

B4 En et enemn se anumeran micmbros de s familia de patentes.

*® Categoriss especiales de documentos citados:

'A' documento que define ¢l estado gencrul de In técmicu el cual no se
considern de relevancia particular

'E' documento anterior pero publicado en o después de 1a fecha de
presentacidn intemacional

L' documento que puede arrojar dudas sobre relvindicaciones de
prioridad o que sa cits para establecer Ia fecha de publicacion de

otra
citacidn u otra raxdn especial (segin se especifics)

0’ documento que se reficre s una revelacién oral, uso, exhibicidn u
otras medios

'™ documento publicado antes do la fecha de presentacion
internacional
de In fecha de relvindicads

T documento posterior publicado despuds de 1a fecha de presentaciin
intemacionsl o fecha de priorided y que no exth en conflicto con la
solicitud pery citado para entender el principio o teoris que sustenta
Ia invencién

'X' documento de relevancis particular; Is invencida reivindicads no
pudamduunnmonopudemﬂnnqnw
wn paso inventivo cuando ¢] documentn se torm solo

"Y' documento de rolevancis particular; ln invencidn reivindicada no
puede considararss que comprende mn paso inventivo cusndo el
documento se combina con wno o mils documentos, siendo dicha
combinsacién obvis pam una persona experta en la tinica

‘&’ documento miembro de la misma familia de patentes

Fecha de la terminacién resl de i bisqueds intemacional
23 de Enero de 2006

F:hdnﬁﬂowmddmdnbﬂqueﬁinum:imﬂ
13/02/2006

Nombre y direccidn del coarreo de ISA/
European Patent Office, P.B. 5818 Patentinan 2
NL-2280 HV Rijswijk
Tel. No. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
Fax No. (+31-70) 340-3016

Funcionsrio autorizado
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Solicitud Internacional No.
PCT/US2005/017471

e

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

conjugado ramificado de 40kDa para el tratamiento de 1a hepatitia C”
BIOCONJUGATE CHEMISTRY, ACS, WASHINGTON, DC, US,
vol. 12, No. 2, Marzo de 2001 (2001-03),

plginas 195-202, XP002264676

ISSN: 1043-1802

resumen; resultados; discusidn;

Carcgoria ® | Citacién de documento, con indicacian, donde sea apropiado, de 1oa textos relcvantes Relcvants s Ia retvindicacién No.
Y BAILON P Y SUS COL: “Disefio racional de una forma potente y de 27-48,
larga duracién de imterferén: Un interferdn alfa-Za polietilenglicol 64-79

Forma PCT/ISA/210 (continuscion de Ia segunda hoja) (Abril 2005) - plgina 2 de 2




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
PCT/US2005/017471

Casllla IT Observaciones donde clertay retvindicaciones fueron inescrutables (Continuaelén del punto 2 de Ia
primera hoja)

Este informe de bisqueda internacional no ha sido establecido respecto a ciertas reivindicaciones bajo el Articulo
17(2)a) por las siguientes razoncs:

1. [X Reivindicaciones Nos.:
porque sc relacionan con un asunto que no es necesario que esta Autoridad busque, a seber:

Aunque las reivindicaciones 70-73 estin dirigidas a un método de tratamiento del cuerpo
humano/animal, la bisqueda ha sido llevada a cabo y basade en los efectos alegados del

compuesto/ la composicién.

2. [] Reivindicaciones Nos.:
porque sc relacionan con partes de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos prescritos
hasta tal grado que no se puede Llevar a cabo una bisqueda internacional significativa, especificamente:

i D Reivindicaciones No.:
porque son reivindicaciones dependientes y no estin disefiadas de acuerdo con 1a scgunda y tercem oracién de
la Norma 6.4(s).

Cadlila Il Observaclones donde falts unidad de inveneclén (Continuacién del punto 3 de la primera hojn)

Esta Autoridad de Biisqueda Internacional encontrd invenciones mmiltiples en esta solicitud internacional, asf:
ver hoja adicional

1. |:] Puesto que todos los derechos de bisqueda adicionales requeridos fueron pagedos oportunamente por
¢l solicitante, este informe de bisqueda internacional cubre todas las reivindicaciones investigables.

2. [X] Puesto que todas las reivindicaciones investigables pudieran investigarse sin eafuerzo que justifique
derechos adicionales, esta Autoridad no solicitd pago de derechos adicionales.

3 |:| Puesto que sélo algunos de los derechos de biisquede adicionales fucron pagados oportunamente por el
solicitante, este informe de iisqueda imternacional cubre inicamente aquellas reivindicaciones para
Ias cuales se pagaron derechos, especificamente las reivindicaciones Nos.:

4, D El solicitante no pagd oportunamente los derechos de hilsqueda adicionales requeridos. Por consiguiente, este
informe de biisqueda internacional se restringe a la primers invencién mencionada en las reivindicaciones; estd
cubierto por las reivindicaciones Nos.:

Comenterio sobre Protesta D Los derechos de bisqueda adicionales estuvieron acompafiados por la protesta del
solicitante y, donde aplique, el pago de derechos de protesta.

[] Los derechos de bisqueda adicionales estuvieron acompadados por la protests del
solicitante pero el derecho de 1a protesta del solicitante no sc pagd dentro del limite
de tiempo especificado en |a invitacién.

[] El pago de los derechos de biisqueda adicionales no estuvo acompafiado por une
protesta.

Forma PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja(2)) (Enero 2004)
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ll Solicitud Internacional No.
PCT/US2005/017471

INFORMACION ADICI NAL CONTINUACION DE PCT/ISA/219

Esta Autoridad de Bisqueda Intermacional encontré miiltiples (grupos de) invenciones en esta
solicitud internacional, como sigue:

1. Reivindicaciones: 1-7 (todas tofnlnmte). 8-11, 24-40, 44, 46-51, 54-79 (todas parcialmente)
Un polipéptido que comprende una secuencia que () difiere en 1 a 16 posiciones de
aminoidicidos de la SEQ ID No. 1 y (b) comprende una o més sustituciones seleccionadas de
F48A/L, V51P, FS5A, F65A, F68P, L111A y V114P, y el polipéptido exhibe actividad antiviral
as{ como materia objeto relacionads al mismo;

2. Reivindicaciones: 8-11, 24-40, 44, 46-51, 54-79 (todas parcialmente)
Un polipéptido que comprende una secuencie que (g) difiere en 0 & 16 posiciones de
aminodcidos de la SEQ ID No. 13 y (b) comprende una o més de A/L48, P51, A5S5, A65, P68,
Alll y P1i14 y el polipéptido exhibe actividad antiviral asi como materia objeto relacionada al
mismo;

3. Reivindicaciones: 12-19 (todes completamente); 20-37, 41-43, 45, 4649, 52-79 (todas
parcialmente)
Un polipéptido que comprende una secuencia que {(a) difiere en 1 a 16 posiciones de
aminoécidos de la SEQ ID No. 36 y (b) comprende una o mis sustituciones scleccionadas de
M21A, I24P, FABA/L, F51P, S55A, F65A, F68P, FO0A, M93P, L111A, V114P, F124A, 1127P
y E160D y el polipéptido exhibe actividad antiviral asi como materia objeto rclacionada al
mismo;

4. Reivindicaciones: 20-37, 41-43, 45, 46-49, 52-79 (todas parcialmente)
Un polipéptido que comprende una secuencia que (a) difiere en 0 a 16 posiciones de
aminodcidos de la SEQ. ID No. 38 y (b) comprende uno o més de A21, P24, A/L48L, P51, ASS,
AGS, P68, A90, P93, All1, P114, A124, P127, D160 y el polipéptido exhibe actividad antiviral
as{ como materia objeto relacionads al mismo;
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.

Informe sobre miembros de familia de patentes PCT/US2005/017471
Documento de patente

Miembro(s) de Ia famdilla ds Fecha de
cla Fi blleaclé

do :: ’;l“rg:m de echa de publicacién patentes pu

W0 2004048305 A 03=08=2004 AU 2003297285 Al 15~08-200¢

- B3AYB324 A 27-05-2008

CA 2604267 Al 03-06—-2004

€r 1565205 A2 29-08~-200%

NO 0128338 A 12-08-2001 MU 8001300 A 10=05-2041

CA 2385045 A1 12=04-200)

v 1951045 A 22=10-2001

FP 1234082 A2 11-00=-XK12

o 200511031 ¥ 25-03-2043

M PAZOUIaYZ A 20=08-2002

N0 0052153 A 08—09-2000 AN 3725600 A 21-09-2000

Forma PCT/ISA/210 (snexo familia de patentes) (Enero 2004)



PATENT COOPERATION TREATY
P \.5
From tho INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORFEY 1 - PCT
To: , .
- sM
oo, oo L

Patent Deapartement

J3%" THE WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL
Attn. Krups, Norman J.

.» BEARCHING. AUTHORITY, OR THE DECLARATION

515 Galveston Drive s
Redwood City CA 94063 7
UNITED STATES OF AMERICA o
(PCT Rule 44.1)

Date of maling

(dawimontvyes)  33/02/2006
Appicant’s or agent's fie reference
0280.310W0 FOR FURTHER ACTION  Bee pamagraphs 1 and 4 balow
infamational application No- intamational fling dute
PCT/UB2005/017471 18/05/2005
Appicant
MAXYGEN, INC. I

Flling of ameniments and atntement urder Article 16:
The sppicant is entiied, i he o wishes, 1o amand tha claims of the Intlsmalional Appiication (sse Futa 48):
Whan? The time imit for fling such amandmants Ia namally two months from the daie of enemitiel of thea
inemational Search Raport
Where? Dicly ipthe Inlemationsl Bureau of WIFO, 34 chamin dag Colbmbetiss
1211 Ganava 20, Bwitzeriand, Fascimie No.: (41-aqm.m
membhﬂlnm.lmq-umlu_mhmpmﬂmm

2. mmumumumu-uhnnummmnmméumu declwation under
Articls 17{2)(w) o that afiact and the wiitien opinion of the Inernalional Besrching Authcrity ars tranamitisd herewhh.

3 [] Wi regard to the protest againat peymant of (an) addiional fea{s) under Rl 40.2, the spplicant Is noltied that:

[] tw prowst mgether with the decision tharson has basn tranemitiad © the Intamational Burseu togather with the
spplicant’s request 1o forward the texts of both the protest and tha decision thereon 1o the dssignatad Offices.

[] o decision has been made yet on the proiest; the epplicant wil be noffiad 8 soan &8 & dacision is mede.

Remindars
Shortty after the expiration of 18 months from the priorty date, the Imemational wil ba pubiishad by the
Imamational Bureay. If the spplican wishes I avoid or posipons publication, a of withcrawat of the in\amational

olthe clalm, must reach the Bureau in Rules 80bis.1 and a
qﬂulgl.w .'."31". m s X A8 provided S0bi.3, respactivaly

The appicant submit comments on &n informad basis an the writtan apinion of tha Inlemationsl Seerching Authortly 1o the
mmam&.mmmmmwm-mmmmnuwm?um

nematonal preliminary samination mport has been or i 10 be astablshed. Thess commants would aleo be mads svelishis o
the public but not balore the axpiration of 30 months from the pridrty date.

mgnmmmmmmmwmn
Inmﬂﬂcﬂﬂnﬂ%hlulhﬂdﬂmm {or latar) will apply aven if no damand is Sed within 19
montha,

Sen tha Annex Io Form PCT/AB/A01 and, for detalls aboui tha applicabls ims imks, Office by Office, sse the PCT Applicants
Guidis, Yolurms 11, Netioral Chaptars and the WIPO intamet slie.

Name and maling addrass of the inlamafianal Ssarching Autharlly | Authariasd olficer
- Eu Patent OfMce, P.B. 5818 Patentioan 2 ] )
inﬁmm Chrigtian Pozzi
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 spo i,

Fax: (+31-70) 340-3018

Form PCTABA/220 (January 2004)

Ce'd B U/t

{See noing on accompanying shaet)

S



NOTES TO FORM PCTAISA/220 -

Thess Neces ere Imendad to give the asic instructions conceming the filing of amendments undaer erticle 19. The
Notes ere based on the requinmants of the Patent Cooperation Traaty, the and tho Administralive inatrucions
unciar thet Trealy. In casa of mmmnmm the latter are applicabla. For more
detalind information, see 680 ths Applicents Guids, & publicalion ot WIPO.

In these Noiss, "Asticie”, "Rule”, and "Secion" reter 1o the provisions of the PCT, the PCT Raguilations and tha PCT
Administraiive insirucions, mapectively.

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 18

The appiicant has, after having mcsived the intemational search report and tha written opinion of the inamational
, one apportuntty mn(ammnnm . It ahauki however be emphastaad

fing
inamational praliminary axamination procadure, thece is usualy no nead 1o fie amandmaents of the caims undar Article 18
umplm.l.ﬂ.hapﬂummmlﬂubh for the purposas of provisional profsction or has another
reascn for amending the claima bedora international . Furtharmore, It should bs emphasizad that provisional
prolaction b In some Giaing only (see Appiicant’s Guids, Annexss B1 and B2).

NWGIMWMMDMMMMDEMW&MIBmMMM
ths inlemational Ssarching Authority has daciarad, under Article 17(2}, that no Imemaiional saerch report would be
astablished (soe PCT Applicant's Guide, Volume VA, paregraph 288).

What parts of the Iniernstiona) applioation may be anended?
Under Ariicie 18, only the claima mey bs amenciac.
mmuhmmpnm.hm-mqmumnutcmmmummmm
ths Infemational Examining Authorty. The description and drawinge may only be amentdad undar
mumnmnmm

mmmt.mphl- ol parts of the intemational spplication may be amended under Articls 28
or, whare appiicable, Aricls

Whan? Whhin 2 montha from tha cdets of ranamittal of the Intsmational sasrch rapart or 18 montha from The priority
data, whichavar time Bmit expires inter, it should bs notad, howaver, thal the amendments witl be considared
3 heving been racaived on tme If they ane received by tha iIniemational Bureau after the expiralion of he
m:mmutmhnmmﬂmdhmﬂmhﬂ“ﬂpm
) )

Whare not io flle the amandmenita?

The amandments Mmay only be fliad with the Intemational Burest and not with the mceiving Office or ha
Intsmational Ssarching Authority (Ruls 48.2).

Where a demand for intamationad preliminary eamination has been/s fled, see balow.

Hewr? Elher by canceling one or more anyre ciaims, by adding ons of mare new clalms ar by amending the text of
ona or mors of tha clakns as fiad.

A rapiacement sheet must be submpisd broﬂi shaet of the claims which, on actount of an amendment or
amendments, dffers trom the shaet originally flied.

nmm-mmamnaumuuthmMm;mnth
cancaliad, no renum of the othar ciaima Ja rquired. In all canss whae claims are renumbenad, they must
bs renumbened consecutively (Administraiive Instructions, S8ection 206(b}).

Tha amendmenis must be made In the language In which the International applicstion Is i be published.

What doownenia tnust/may scoompany the amandments?
Latier {(Baction 206{b))x:
The amandmants must be submittad with & letter.

Tha letar will not b publishad with the inismationsl application and the amendad clalms. it should not ba
confusad with the “Stalsmant under Articie 18{1)" (wse balow, under "Statamant under Articia 18{1)").

The stter must be in English or French, at the cholos of the applicant. Howaver, if the language of the

inlrnational application ls Engllsh, the leitar must bs In Enyhh.nmmmmhmumn

Ia French, the lsttwr must be In French.

Nois ©© Form PCTABA/Z20 (first shest) (January 2004)



" PATENT COOPERATION TREAT

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Asticie 18 and Rules 43 and 44)

[ Anpicants or agents fla refarance FOR FURTHER se0 Fonn PCTABAZZ
0280.31080 ACTION &3 wall 88, where eppiicabis, hem S below.
Intametional application No. nwrnationsl Aiing dats (deyimontvyesar) | (Eariest) Priority Daie (daymontivyear]
PCT/US2005/017471 18/05/2005 19/05/2004
Appiicanit
MAXYORN, INC,

‘This Intlemational Search Report has baen pre by this Intemational Searching Authority end ls tansmwitiad to the appicant
according 1 Articis 18. A copy s being 10 the imsmations Bureau.

This Imemaiional Ssarch Reportcomaisisofatoteliof __ 7 shests
[X] it meo accompanied by & copy of sach prior art document ched In this report.

1. Baals of the report

a. With regerd to the languags, the intemational sesrch was carried out on thy basis of the inemafional application In the
language in which it waa flsd, unigss otharwise indicabsd under this tem.

[J e nmmatonal ssarch was canisd out on the basis of a ransiation of the inismational epplication fumished ©
this Autherity (Fule 23.1(b)).
b. [E] W regand b eny nuclsotisle sndior amina sckd sequanoe diecissd In the inlemational application, see Bax No. |.

12 [X] Cortain ciaims ware found unssarchable (See Bax 1l).
3 [] uniyof mwention s lacking (see Bax Il)).

4. With regert o the Utis,
[X] the textis approved ss submitied by the applicant.
[] the mxhas been extablished by this Authority 1o read s follows:

B. WA regerd 10 the abetract,
[X] e wxtisaporovedse submitid by the sppticent,

O hmmmom.mthmb).bymmmzunwhauun.w.'rhn
may. within ons month from tha date of malling of this iInsmational "

8. With regivd 0 the drawings,
& the figure of the drawinga t0 be publishad with the abetract la Figure No.
[[] essugoested by the sppliicant
[T] e seiectad by this Authority, becauss the appicant lalled © suggest & Sgure.
[}  =easetactad by this Authorty, becaume this Agure betier chasacterizes the Invanton,
b. [X]  none of the figurss I to be puiished with the abetract

Form PCTASA/210 (first sheet) (Jeussry 2004)



Internatonst applicstion No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/US2005/017471

Bax No.l  Nucieofide arxt/or amino ackd sequence(s) (Continustion of tem 1.b of the firet sheet)

Wih regard 10 any nuciadtics and/or amino acid ssquance disciossd in the Inlermnadional appicalion sngd necsasry 1 the caimed
|m.uuﬂmmmmummmuum

&  type of maeviat
E & soquence llsting
D tabis{s) related i the saquoenca Isting

" ] e
{X]  n compuser reacatte torm

& time of Mnghumishivy
[X] contained in me rmarnancnei appacaton es fies
[ ] g iogemer win e nlemmsonal appicaion In computer reacable torm
fumished subasquently © thés Authorty Kx the PArpOsS of sserch
] I Skt I the Camo the more the o verscn o copy of » secuar It anco e ieing hareo hes bsun flad

or furnished, the mauired stslements that the informaiion [n the subseguent or addiional coples s Kientical to that in the
eppiication aa flled or doas nat go beyond the appiication es fied, 88 approprials, wem lurnished.

Additional commenta:

_Fu-mvcmmmm:mmunmum.m-yM)

e ——



INTI "NATIONAL SEARCH REPORT

A61K38/21

anaiionsl sppllostion No
] PCT/US2005/017471
N At OTKIAle  L1201/68  CO7M21/04  CO7K14/555  C12P21/02

| Acconting 1o inemational Patset Classiication (IPC) 0110 both nanl classiication and PG

€0

linian cocurmenizion Searched (Sassliicalion systam flowsd by cassiicalion symibals)

Documantation saarched othar than minimum documertation 10 The extant thal sch docusanis e included in tha fiskis searchad

[ Electronk: duia beas consulled dusing the. irismeliona] 8earch (name of Giia bust and, Wiers preciical, Beerch \enme used)
EPO-Internal, WPI Data, PAJ, BIOSIS, EMBASE, Sequence Search

€. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category”

Chutian of dogyurnant, with indicafion, whers approprighe, of tha relsvast passages

Ralwvant ko chalm Ne.

P,Y

claims; figures; examples

12 April 2001 (2001-04-12)
claims; figures; examples

RUSSELL, J; PATTEN, PHILLIP, A)
8 September 2000 (2000-09-08)
figures; example 1

NO 2004/046365 A (MAXYGEN, INC; PATTEN,
PHILLIP, A; GOVINDARAJAN, SRIDHAR;
VISWANATHAN,) 3 June 2004 (2004-06-03)

HO 01/25438 A (MAXYGEN, INC; HEINRICHS,
YOLKER; CHEN, TEDDY; PATTEN, PHILLIP, A)

WO 00/52153 A (MAXYGEN, INC; HOWARD,

1-79

m Fusther docurmants are Asted in the  oontinumtion of Bex C.

0 dotwnen retaning o an ol discionure, uad, axhibiion or
ather mame

P mn'iﬂdwz.bhm fling cisle bant

. e — T ot it e st s
g dele ainnot ba considersd novel or caniol be considersd to
v m#b ﬂl“gﬂl-'l -ﬂ'.'ﬂ“’ﬂ Irvolve an inventive sty whan the documant s taken sione

=
[ 4
8

Daits of e achusl cenplstion of the intarmetionsl aaerch

23 January 2006 13/02/2006
Nams arxd maling sdkirnss of the BA Authoriad officer
mhF-ﬂ-“‘lOPﬂl-lﬂ
g(&-_%m-mﬁ T 31 851 sponl, smr . B

Fasm PCTARAD D ooyl shant) {Aprs 005

page 1 of 2
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INT™ “NATIONAL SEARCH REPORT

" s mationsl wpplioation Ne
| Per/usz00s/0174m

CiContinustion). DOCUMENTS CONSIDERED TO Bl RELEVANT

Catageyy® | Gitwiion of docssnend, with incicalion, whare approprisis, of the relovant peasages Falsvant & elaim Na.
Y BAILON P ET AL: "Rational design of a 2748,

potent, long-lasting form of interferon: A 64~79

40 kDa branched polyethylene

glycol-conjugated interferon alpha-2a for

the treatment of hepatitis C*

géOCﬂNJUGATE CHEMISTRY, ACS, WASHINGTON,

, US,

vol. 12, no. 2, March 2001 (2001-03),

pages 195-202, XP002264676

ISSN: 1043-1802

abstract; results; discussion;
Form FCTARAM (raniirustion of enmnd shest) (Apdl S208)

page 2 of 2



inamational /:FIICI No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/US2005/017471

Box R Obsarvations where cartain clalms wers found imssarchable (Continuation of ltem 2 of first sheet)

This intamational Gearch Raport has nat bean astablishad in mapect of certain cialma under Articia 17(2)(e) for the fallowing ressons:

1. m Claims Noa.:
beceuse they relais 1o subject matier not maquirsd to be saarchad by this Authortty, namety:
Although claims 70-73 are directed to a method of treatment of the
human/animal body, the search has been carried out and based on the alleged
effects of the compound/composition.

2, D Claims Noa.:
becauss ol the ational tion that do with the prescribed nts 0 such
be I.zt:lbhml intem A:?-I:' that nml"ﬂlﬂmﬂ’ ; prel egquirema

3 D Claima Noa.:
becauss they we depandent tialms and &re not dmfied In accordancs with the sacond and third sentences of Rule 8.4(a).

Box H Obearvetions whare unity of invention Is lacking (Continustion of tem 3 of first sheet)

This intamational Saarching Authority found multipls lwentons in this imemadional applicetion, as folows:

see additional sheet

1. A ¢l requirgd mkitional ssarch faes were timely paid by the appicant. this International Search Report covers all
ssarchabla dalma.

2 m As all saerchabie claima couki be sparched without affort justilying sn adciional fee, this Authority did not inviie paymant
of any additional fes.

4. [[] No recuivad ackitonal seerch fese ware timely poid by the appicant. Consscquenty, this inlemaiona) Gearch Rapart s
rasticiod ( the kenton frat montioned In e AsIM; s covered by claima Noa.:

Remark on Protest Dmmmmnnmuwwnwm

D No protest accompeniad the payment of adkitjonsl saarch faas.

Form PCTABA/210 {continustion of frat sheet (2)) (January 2004)




Imemational Apptication No. PCT/UIS2005 017471

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASN/ 210

This International Searching Authority found multiple (groups of)
inventions in this international application, as follows:

1. claims: 1-7 (a1l completely), 8-11, 24-40, 44, 46-51, 54-79 (all
partially)

a polypeptide comprising a sequence which (a) differs in 1
to 16 amino acid positions from SEQ ID No. 1 and (b)
comprises one or more substitution selected from F4BA/L,
V51P, F55A, F65A, F68P, L111A and V114P and which
polypeptide exhibits antiviral activity as well as
subject-matter related thereto;

2. claims: 8-11, 24-40, 44, 46-51, 54-79 (all partially) i

a polypeptide comprising a sequence which (a) differs in 0
to 16 amino acid positions from SEQ ID No. 13 and (b)
comprises one or more of A/L48, P51, A55, AG65, P68, Alll and
P114 and which polypeptide exhibits antiviral activity as
well as subject-matter related thereto;

3. claims: 12-19 (a1} completely); 20-37, 41-43, 45, 46-4%9, 52-79
(a1l partially)

a polypeptide comprising a sequence which {a) differs in 1
to 16 amino acid positions from SEQ ID No. 36 and (b)
comprises one or more subst{tution selected from M21A, I24P,
F4BA/L, F51P, S55A, F65A, F68P, F9OA, M93P, L111A, V114P,
- F124A, T127P and E160D and which polypeptide exhibits
:Rt1v1ral activity as well as subject-matter related
ereto;

4, claims: 20-37, 41-43, 45, 46-49, 52-79 (all partially)

a polypeptide comprising a sequence which {a) differs in 0
to 16 amino acid positions from SEQ ID No. 38 and (b)
comprises one or more of A21, P24, A/L4BL, P51, A55, A65,
P68, A90, P93, Alll, P114, Al24, P127, D160 and which
polypeptide exhibits antiviral activity as well as
subject-matter related thereto; y




INT” "NATIONAL SEARCH REPORT

informtion faml barn Ne
on ptant famlly e PCT/US2005/017471
Patent documant Publication Patent tamily Publication

citad In sasrch report dame mamber{s) dats
MO 2004046365 A 03-06-2004 AU 2003297285 Al 15-06-2004
BR 0316324 A 27-09-2005
cA 2504267 Al 03-06-2004
EP 1565205 A2 24-08-2005
NO 0125438 A 12-04-2001 AU 8001300 A 10-05-2001
CA 2385045 Al 12-04-2001
CN 1451045 A 22-10-2003
EP 1238082 A2 11-09-2002
JP 2003511031 T 25-03-2003
MX  PA02003492 A 20-08-2002
W0 0052153 A 08-09-2000 AU 3725600 A 21-09-2000
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(54) Timle: “POLIPEPTIDOS DE INTERFERON-ALFA Y CONJUGADOS”

(57) Resumen: La presente invencién provee polipéptidos y conjugados de interferén-alfs, y dcidos nucleicos que
codifican log polipéptidos; la invencién también incluye composiciones que comprenden estos polipéptidos, conjugados, y
écidos nucleicos; células que contienen o que expresan los polipéptidos, canjugados, y deidos nucleicos; métodos para
claborucién de los polipéptidos, conjugados, y écidos aucleicos; y métodos para el uso de los polipéptidos, conjugados, y
cidos mucleicos.
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

Dela
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
Para: PCT
ver forma PCT/ISA /220 OPINION ESCRITADE LA
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
(PCT Regla 43bis.1)
Fecha de envio por correo
. (dia/ mes/afio) ver forma PCT/ISA/210 (segunda pégina)
Registro de referencia del solicitante PARA FUTURAS ACCIONES
o agente Ver el pirrafo 2 a continuacisn
ver forma PCT/ISA/220
Solicitud Internacional No. Fecha de registro internacional Fecha de prioridad
(dfa/mes/afio) (da/mes/afio)
PCT/US2005/ 017471 18.05.2005 19.05.2004

Clasificacién Internacional de Patentes (IPC) o clasificacién nacional e [PC
Co07K14/56, C12Q1 /68, CO7H?21/04, C07K14/555, C12P21/02, A61K38/21

Solicitante
MAXYGEN, INC

1. Esta opinién contiene indicaciones relacionadas con los siguientes ftems:

Casilla No. I Bases del Reporte

CasillaNo.II  Prioridad

Casilla No.IIl  No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo y
aplicabilidad Industrial,

Casilla No.IV  Falta de unidad de invencién

Casilla No.V  Afirmacién razonada de conformidad con la Regla 43bis.1(a)(i) con
respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial;
citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién.

[0 CasillaNo.VI Ciertos documentos citados

[0 CasillaNo. VI Ciertos defectos en la solicitud internacional

[ CasillaNo.VIII Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional

2. ACCIONES FUTURAS
Si se hace una demanda para examen preliminar internacional, esta opinién generalmente ser
considerada como una opinién escrita de la Autoridad Examinadora Preliminar ("IPEA”). Sin
embargo, esto no aplica cuando el solicitante escoge una Autoridad diferente a ésta para que sea la
IFEAthPEAmog:dnlehnmhﬁmdonhOﬁnmhtmmunnﬂdeconformd&dmhRegh
66.1bs(b) que no se considerardn las opiniones escritas de esta Autoridad Examinadora Preliminar,

Si esta opini6n es, segdn se estipula anteriormente, considerada una opinién escrita de la IPEA, se
invita al solicitante a presentar ante la IPEA una respuesta escrita junto, cuando sea apropiado, con
modificaciones, antes de Ia fecha de expiracién de tres meses desde la fecha de envio por correo de la
Forma PCT/ISA/220 o antes de la fecha de expiracién de 22 meses desde la fecha de prioridad, la que
expire mds tarde.

Para opciones futuras, ver la Forma PCT /ISA/220
3. Para detalles adicionales, ver las notas a 1s Forma PCT/ISA/220

Nombre y direccidn de correo de ISA: Puncionario Autorizado
Oficina de Patentes Europea
D-80298 Munich Sommer, B
Tel. (+49-89) 2399 - 0, Tx 523656 epmu d
Fax: (+49- 89) 2399- 4465 Teléfono No. +49 89 2395-7099

Forma (PCT/ISA/237) (Caréitula) (Enero de 2004)
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OPINION ESCRITA DELA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US2005/017471

Casilla No. 1. Bases de la opinién

1. Respecto al idioma, esta opinién se ha establecido segiin la solicitud internacional en el idioma en el cual se
Ppresentd, a menos que se indique de otro modo bajo este ftem.

I:IEslnopiniﬂnsehnutnblecidosegﬂnm;n&nduccibndelidiomnoﬁgimlnhiguiﬂmidioma.queesel
idioma de una traduccién proporcionada para la bisqueda internacional {(bajo las Reglas 12.3 y 23.1(b)).

2. Respecto a cualquier nucleétido y/o secuencia aminodcida revelada en la solicitud internacional y necesaria
par la invencién reivindicada, esta opinién se ha establecido segtin:

a. tipo de material:

B4 un listado de secuencia
[] tabla(s) relacionada con el listado de secuencia

b. formato de material:

(X en formato escrito
B en formato legible por computador

¢. tiempo de presentacién/suministro:

B4 contenido en la solicitud internacional segiin se registré
[] registrada junto con la solicitud internacional en formato legible por computador
4 proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad para 1a biisqueda.

3. B< Ademis, en el caso en que més de una versién o copia de un listado de secuencia y/o tabla relacionada
con ello se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacion en Ias
copias subsiguientes o adicionales es idéntica a aquella en la solicitud segiin se present o no va mis allé
de la solicitud segtin se registrd, segtin lo apropiado, fueron suministradas.

4, Comentarios adiclonales:

Casilla No. II Prioridad

1. IJ No se ha considerado la validez de la reivindicacién de Ia prioridad porque la Autoridad de Beisqueda
Internacional no tiene una copia de Ia solicitud anterior cuya prioridad se ha reivindicado o, cuando sea
necesario, una traduccién de esa solicitud anterior. Sin embargo, esta opini6n se ha establecido con base
en el hecho de que la fecha relevante (Reglas 43bis.1 y 64..1). es la fecha de la prioridad reivindicada.

2 [] Esta opinién se ha establecido como si ninguna prioridad se hubiese reivindicado debido al hecho de que
se ha encontrado que la reivindicacién de Ia prioridad no es vélida (Reglas 43¥is.1 y 64.1).. Por
consiguiente, para los propdsitos de esta opinidn, se considera que la fecha de la presentacitn
internacional indicada anteriormente es la fecha relevante.

3. Observaciones adicionales, si es necesario:

Forma PCT/ISA/237 (Enero de 2004)
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OPFINION ESCRITA DE LA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US2005/017471

Casilla No. Il No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial

Las preguntas de si la invencion reivindicada parece ser novedosa, comprender un paso inventivo (ser no obvia) o ser
aplicable industrialmente no se han examinado respecto a:

[] toda Ia solicitud internacional,
refvindicaciones Nos. 70-73

porque:

dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos. 70-73 (con respecto a la aplicabilidad industrial) (Regla
67.1 (iv) PCT) se relacionan con la siguiente materia objeto que no requiere un examen preliminar internacional
(especifique):
ver hoja separada

[] ta descripcion, reivindicaciones o dibujos (indique los elemenios particulares a continuacién) de dichas
reivindicaciones Nos son tan poco claros que no se podria formar una opinién significativa (especifique):

[] Ias reivindicaciones, o dichas reivindicaciones Nos, son sustentadas tan inadecuadamente por la descripcién que
no se podria formar una opinién significativa.

] no se ha establecido ningin reporte de bisqueda internacional para toda la solicitud o para dichas
reivindicaciones Nos.

[] Bl nuclestido y/o lista de secuencia aminoécida no cumple con el esténdar proporcionado en el Anexo C de las
Instrucciones Administrativas en que:

1a forma escrita [J no se ha proporcionado
[0 no cumple con el esténdar

el formato legible por computador  [] no se ha proporcionado
[J no cumple con el esténdar
] las tablas relacionadas con el nucledtido y/o lista de secuencia aminodcida, si estdn en formato legible por
computador dnicamente, no cumplen con los requerimientos técnicos proporcionados en el Anexo C-bis de las
Instrucciones Administrativas.

[ Ver 1a hoja separada para mis detalles.

Forma PCT/ISA /237 (Enero de 2004)
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OPINION ESCRITADE LA Solicitud internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US2005/017471

Casilla No. IV Falta de Unidad en la invencién

1 E En respuesta a la invitacién (Forma PCT/ISA/206) para pagar tazas adicionales, el solicitante ha:
[} Pagado tazas adicionales
[[] Pagado tazas adiclonales bajo protesta
D Ni pagado tazas adicionales

2 & Esta Autoridad encontré que el requisito de unidad de invencién no se cumple y decidié, no invitar al
solicitante a pagar tazas adicionales.

3. Esta Autoridad considera que el requisito de unidad de invencién de acuerdo con las Reglas 13.1, 132y 13.3
es:

D Cumplido
B No cumplido por las siguientes razones:
ver siguiente hoja

4.  En consecuencia, este reporte ha sido establecido con respecto a las siguientes partes de la solicitud
internacional:

X Todasla partes

I:I Las partes que se relacionan a las reivindicaciones Nos.

Casilla No. V Afirmacién razonada bajo el Articulo 43bis.1 (a) (i) respecto a novedad, nivel inventivo o
aplicabilidad industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1. Afirmacién
Novedad (N) St: Reivindicaciones 1-79
No: Reivindicaciones -
Nivel inventivo (IS) St Retvindicaciones -

No: Reivindicaciones 1-79

Aplicabilidad industrial (IA) Si: Reivindicaciones 1-69, 74-79
No: Reivindicaciones -

2. Citaciones y explicaciones
ver hoja separada

Forma PCT/ISA/ 237 (Enero 2004)
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OPINION ESCRITA DE LA
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL (HOJA Solicitud Internacional No.
SEPARADA) : PCT/US2005/017471
Re Item V:

1. en esta comunicacién, se hace referencia a los siguientes documentos:
D1: WO 01/25438 A
D2: WO 00/52153 A

2 La presente solicitud se refiere a polipéptidos con actividades antivirales obtenidos por
reorganizacién de ADN de genes de interfer6n alfa humano. Ademis, se revelan métodos y usos de
dichos polipéptidos para el tratamiento de infecciones virales.

3. La materia objeto de las reivindicaciones 1-79 parece ser novedosa (Articulo 33(2) PCT).

4. Cualquiera de D1 o D2, al revelar polipéptidos con actividades antivirales obtenidos por
reorganizacién de ADN de genes de interferén alfa humano, puede ser considerado como el arte
previo mis relevante (D1, por ejemplo reivindicaciones, figuras, ejemplos; D2, por gjemplo figuras,
ejemplo 1). La presente solicitud difiere de D1/D2 en las secuencias de los polipéptidos revelados
los cuales son obtenidos por el mismo método, es decir, por reorganizacién de ADN de genes de
interferén alfa humano.

El problema a resolver estd formulado como el suministro de polipéptidos adicionales tipo
interferén alfa con actividades antivirales. La solicitud resuelve este problema al revelar
polipéptidos con SEQ ID Nos. 2-35 y 37-44 asi como los polipéptidos derivados de SEQ ID Nos. 1,
13, 36 6 38 con hasta 16 sustituciones de aminoécidos especificadas s6lo parcialmente.

El suministro de polipéptidos de interferén alfa adicionales con actividades antivirales no se
considera inventivo per se. Una persona versada en la materia sabrfa a partir de D1/D2 c6mo
obtener tales polipéptidos, v.g., por reorganizacién de ADN de genes de interferén alfa humano, y
como ensayar sus actividades antivirales. Por lo tanto, serfa obvio para una persona versada en la
materia esperar como resultado y posteriormente obtener exitosamente productos similares o
idénticos a aquellos reivindicados en la presente solicitud, usando técnicas de rutina. La seleccién
arbitraria de los polipéptidos reivindicados es apenas una de las diversas posibilidades directas que
la persona experta seleccionaria sin ejercicio de habilidad inventiva, para resolver el problema
planteado. Ademas, ninguna de las reivindicaciones dependientes contiene caracteristica alguna que
en combinacién con las caracteristicas de cualquier reivindicacién a la que se refiera, parezca
inventiva. Por consiguiente, se considera que las reivindicaciones 1-79 no involucran nivel inventivo
(Articulo 33(3) PCT), a menos que el solicitante pueda presentar evidencia de

Forma PCT/Hoja separada /237 (Hoja 1) (EPO - Enero de 2004)



OPINION ESCRITA DE LA % \
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL (HOJA Solicitud Internacional No.
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que los polipéptidos de tipo interfern alfa revelados muestran un efecto o propiedad inesperada.
Tal caracteristica debe tener sustento en la descripcion presentada.

5. Las presentes reivindicaciones 9-12 se relacionan con un nmero extremadamente grande de
posibles polipéptidos. Sin embargo, se puede encontrar sustento de acuerdo con el Articulo 6 PCT y
revelacién de acuerdo con Articulo 5 PCT, sélo para una pequefia proporcién de los compuestos
reivindicados. No todos los polipéptidos reivindicados muestran una actividad antiviral
incrementada. Ademis, no es posible predecir si una combinacién de hasta 16 sustituciones no
especificadas de aminodcidos también resultard en una actividad antiviral significativa. Por
consiguiente las reivindicaciones no estin sustentadas por la descripcién puesto que su alcance es
més amplio que el justificado por la descripcién y los dibujos. La presente especificacion falla en
sustentar técnicamente toda el drea reivindicada y las reivindicaciones que no estén limitadas a
polipéptidos suficientemente revelados, con una actividad antiviral significativa, no estén
habilitados y por consiguiente no son patentables conforme al Articulo 5/ 6 PCT.

6. La solicitud no cumple con los requisitos de unidad como se ha establecido en las regulaciones de

PCT (Articulo 34(3) Regla 13 PCT) ya que los grupos de invenciones mencionadas en el ISR no
estdn tan ligados como para formar un tGnico concepto inventivo general. El tnico concepto comdn
a dichos grupos de invenciones puede ser visto como Ia provisiém de polipéptidos de interferén alfa
con actividades antivirales. Sin embargo, tales polipéptidos ya eran conocidos desde v.g. D1/D2, es
decir, dicho concepto no es novedoso. En caso de que el solicitante desee argumentar que la
seleccién de una estructura “base” de v.g. cualquier SEQ ID Nos. 1,13, 36 0 3B puede ser vista como
una caracterfstica nueva y unificadora, cabe mencionar que dicha caracteristica tampoco es vista
como novedosa ni esencial para todos los polipéptidos de la invencién. Adicionalmente,
aparentemente ningdn efecto ténico especial estd relacionado al uso de dichas secuencias “base”
especificas, es decir, dicha caracterfstica parece ser sdlo una seleccidn arbitraria entre las varias
posibilidades diferentes.
Las reivindicaciones 70-73 se relacionan con materia objeto que esta Autoridad considera que ests
cubierta por las disposiciones de la Regla 67.1(iv) PCT. Por consiguiente, no se formularé ninguna
opinién can respecto a la aplicabilidad industrial de la materia objeto de estas reivindicaciones
(Articulo 34(4)(a)(i) PCT). Para la evaluacién de las actuales reivindicaciones 70-73 acerca de la
aplicabilidad industrial, no existe criterio unificado en los estados contratantes del PCT. La
patentabilidad también puede ser dependiente de la formulacién de las reivindicaciones. La EPO
por ejemplo, no reconoce como industrialmente aplicable la materia objeto de las reivindicaciones
para el uso de un compuesto

Forma PCT/Hojfa separada/237 (Hoja 2) (EPO - Enero de 2004)
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en tratamiento médico, sin embargo, puede permitir reivindicaciones de primer uso en tratamiento
médico para un compuesto conocido y el uso de tal compuesto para la fabricacién de un medicamento
para un nuevo tratamiento médico.

Forma PCT/ISA/37(Hoja seperada) (Hoja 3) (EPO -Enero de 2004)
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Box No.| Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been estabiished on the basis of the imemational appiication in
the language In which it was flled, uniess atherwise indicated under this tem.

O This oplnion has beon eatablished on the basis of & transiation from the original language into tha following
language ,which is the language of a transkation fumished for the purposes of intemational search
{under Rules 12.3 and 23.1(b)).

2. With regard to any nucieotide andbr amino acld ssquance disclosed in the interational appiication and
necessary fo the claimed Invention, this opinion has been established on the basls of:

a. type of material:

B asequence listing
O 1able(s) relatsd to the saquence listing
b. format of material:
E  in written format
B In computer readable form
c. time of fllingfumishing:
& contained in the international application as fed.
O filed togsther with the mtemational application In computer readabile form.
E fumished subsequently 1o this Authorily for the purposes of search.

3. B in adadition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andbr table releting thereto
B v e o ™
appropriate, were fumished.

4, Additional comments:

Box No. Il Priority

1.8 Truwlllklllyt:lflhoprltarltyﬂimImnotbooneonsk:leradbucauaemaIntnmallmalSaarchingAn.llhowI
dosea not have in its poasassion a copy of the eartier application whose prionty has been claimed or, where
required, & tranalation of that earlier application. This opinion hag nevertheleas been establishad on the
agsumption that the relevant date (Rules 43bis.1 and 64.1) is the claimed priority date.

2. O This opinion has been established as if no priority had been claimad due to the fact that the priorlty claim
has been found invalid (Rules 43bis.1 and 64.1). Thus for the puiposas of this opinion, the Intamational
filing date Indicated above is considenad to be the relevant date.

3. Additional observations, if necessary:

Form PCTISA 237 (January 2004)
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Box No. il Non-sstablishment of opinion with regard to novelty, inventive step and Industrial
spplicablilty

The questions whether the claimad invention appears to be navel, to invoiva an Iinvantive step (to be non
obvious), or o be Industrially appiicable have not been examined in respect of:

O the entire Intemational application,
8 claima Nos. 70-73
because:

B ihe sald interational application, or the said claims Nos. 70-73 relate to the following subject matter
which does not require an intemational preiminary examination (apecHy):

200 soparato sheet

O the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or sald claims Nos.  are 8o
unciear that no meaningful opinion couki be formed (speciy):

[0 the claims, or said claims Nos. are 80 inadaqualely supported by the daacription that no meaningful opinion ]
could be formed. d

O no intermational search report has been established for the whole application or for sald claims Nos.

a E;nﬂu;mn%mmuﬁmlmmmtcomquwlthmemwpmvtbdforlnAnm
the written form O hes not been fumished
O does not comply with the standard
the computer readableform O  has not been fumishad
O doee not comply with the standard

O the tabies related to the nuclectide andbr amino acid sequence listing, ¥ in computer readsble form only, do
not camply with the technical requirements provided for in Annax C-bis of the Administrative Instructions.

O See separate sheet for further datafs

Form PCTISA/ 237 (Jaruary 2004)
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Box No. IV Lack of unity of invantion

1. O Inresponse in the invitation (Form PCTASAZ208) to pay additional fees, the applicant hes:

O paid additional feas.

O pak additional fees under protest,
O not pald additional fees.

2. B This Autharity found that the requirement of unity of invention ls not complied with and chasa not to invite

the applicant to pay additional fees.

This Autharity considers that the requirement of unity of Invention in accordance with Rule 13.1, 13.2and 133 8

O complied with

B not compliad with for tha following reasons:

E all parts.
O the parts relating to claims Nos.

. Consequently, this report has been established in respect of the following parts of the intemational application:

Box No.V Reasonod statement under Rule 43bix. 1(a)T) with regard 1o novelty, Inventive step or
Industrial applicabliity; ckations and expianations supparting such statement

. Statement

Novelly (N)
Inventive step {IS)

industrial applicabiltty (IA)

. Chations and explanationa

900 soparais sheet
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Be ltem V;

1. The following documents are referred to in this communication:
D1: WO 01/25438 A
D2: WO 00/52153 A

2. The present application concerns polypeptides with antiviral activity obtained by DNA
shuffiing of human interferon alpha genes. Furthermore, methods and uses of said
polypeptides for the treatment of viral infections are disclosed.

3. The subject-matter of claims 1-79 appears to be novel {(Article 33(2) PCT).

4. Any of D1 or D2 disclosing polypeptides with antiviral activities obtained by DNA shuffling
of human Interferon alpha genes Is equally sulted as most relevant prior art (D1, e.g.
claims, figures, examplas; D2, e.g. figures, exampie 1). The present appiication differs from
D1/D2 in the sequencss of the disclosed polypeptides which are obtained by the same
method, |.e. by DNA shuffling of human interferon alpha genes.

The problem to be solved is formulated as the provision of further interferon alphe-like
polypeptides with antlviral activities. The application solves this problem by disclosing
polypeptides with SEQ 1D Nos. 2-35 and 37-44 as well as polypeptides derived from SEQ
1D Nos. 1, 13, 36 or 38 by up to 16 only partly specified amino acid substitutions.

The provision of further interferon alpha polypeptides with antiviral activitles is not
considered as being inventive per se. A skilled person would know from D1/D2 how to
obtain such polypeptides, e.g. by DNA shuffing of human interferon alpha genes, and how
fo test thern for antiviral activities. Therefore, it wouid be obvious for a skilled person to
obtain with a reasonable expectation of success products close or identical to those
claimed in the present application by use of routine techniques. The arbitrary selection of
the claimed polypeptides is meraly one of several straightforward possibilities from which
the skilled person would select without the exercise of inventive skili, in order to soive the
problem pased. Moreover, none of the dependent claims does contain any features which,
in combination with the features of any claim to which it refers, appear inventive.
Consequently, claims 1-79 are not considered as involving an inventive step (Article 33(3)
PCT), unless the applicant is able to file evidence, that the disclosed interferon alpha-like

Form PCT/Separaie Shee¥237 (Sheet 1) (EPO-Janumsy 2004)
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polypeptides exhibit an unexpecied sffect or properly. Such a feature has to be supported
by the description as filed.

5. Present claims 9-12 relate to an extremely large number of possible polypeptides. Support
within the meaning of Article 6 PCT and disclosure within the meaning of Articie 5 PCT
is to be found, however, for only a very small proportion of the compounds claimed. Not all
of the claimed polypeptides exhibit an increased antiviral activity. Moreover, it is not
predictable, if a combination of up to 16 unspecified amino acid substitutions will also resuit
in a significant antiviral activity. Therefore, the claims are not supported by the description
as their scope is broader than justified by the description and drawings. The present
specification fails to technically support the whole area claimed and claims not limited to
sufficiently disclosed polypeptides with a significant antiviral activity are not enabled and
consequently not patentable pursuant to Article 5/ PCT.

6. The application does not comply with the requirements of unity as set forth in the PCT
regulations (Articie 34(3), Rule 13 PCT) since the groups of inventions mentioned in the
ISR are not so linked as to form a single general inventive concept. The only concept
common to all of said groups of inventions can be seen as the provision of interferon alpha
polypeptides with antiviral actlvities. However, such polypeptides are already known from
e.g. D1/D2, l.e. sald concept Is not novel. In case the applicant intends to argue that the
selection of a "backbone" structure of e.g. any of SEQ ID Nos. 1, 13, 36 or 38 could be
seen as a novel unifying feature, it is noted that said feature does neither seem to be
Inventive nor essantial for all claimed polypeptides of the invention. In addiion, apparently
no special tachnicel effect is related to the use of said specific "backbone” sequences, i.e.
said feature seems to be only an arbitrary selection among the various different
possibilities.

7. Claims 70-73 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by the
provisions of Rule 67.1(lv) PCT. Consequently, no opinion will be formulated with respect
to the industrial applicabifity of the subject-matter of these claims (Article 34(4Xa)(1) PCT).
For the massessment of the present claims 70-73 on the question whether they are
industrially applicable, no unified criterla exist in the PCT Contracting States. The
patentabliity can also be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for
example, does not recognize as Industrially applicable the subject-matter of claims to the
use of a compound in medical treatment, but may allow, however, claims to a known com-

Form PCT/Separate Sheat237 (Shest 2) (EPO-January 2004)
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pound for first use in medical treatment and the use of such a compound for the
manufacture of a medicament for a new medical treatment.

Form PCT/Separis SheeV'237 (Sheet 3) (EPO-January 2004)
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POLIPEPTIDOS DE INTERFERON-ALFA Y CONJUGADOS
RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencién provee polipéptidos y conjugados de interferén-alfa, y
acidos nucleicos que codifican los polipéptidos; la invencion también incluye
composiciones que comprenden estos polipéptidos, conjugados, y acidos nucleicos;
células que contienen o que expresan los polipéptidos, conjugados, y acidos nucleicos;
métodos para elaboracion de los polipéptidos, conjugados, y &cidos nucleicos; y métodos

para el uso de los polipéptidos, conjugados, y acidos nucleicos.
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POLIPEPTID S DE INTERFER N-ALFA Y CONJUGAD 8

REFERENCIA RECIPROCA A LAS SOLICITUDES RELACIONADAS

De acuedo con 35 U.S.C. §119(e), esta solicitud reclama el beneficio de la
Solicitud Provisional de los E.U.A. No. de Serie 60/572,504 presentada el 19 de mayo de
2004, la descripcidn de la cual se incorpora como referencia en la presente invencion en

su totalidad para todos los propésitos.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere generaimente a polinuclebtidos vy
polipéptidos codificados por éstos, conjugados de los polipéptidos, asi como vectors,
células, anticuerpos, y métodos para uso y produccibn de los polinucledtidos,

polipéptidos, y conjugados.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los interferones-aifa son miembros de las diversas superfamilias de genes
de citocina en haz de hélices (Sprang, S. R. et al. (1993) Curr. Opin. Struct. Biol. 3: 815-
827). Los interferones alfa de humano son codificados por una familia de mas de 20
genes no alélicos duplicados en tandem y pseudogenes que comparten 85-88% de

identidad de secuencias en el nivel de aminoacidos (Henco, K. et al. (1985) J. Mol. Biol.
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185: 227-260). Los genes los cuales expresan protelnas activas de interferdn-alfa han

sido agrupados dentro de 13 familias de conformidad con los loci genéticos. Las protelnas
conocidas del interferén-alfa expresadas en humano y sus variaciones alélicas se tabulan
en Allen G. y Diaz M. 0. (1996) J. Interferon and Cytokine Res. 16: 181-184.

Se ha mostrado que los interferones-alfa inhiben diversos tipos de
proliferacién celular, y son especialmente Utiles para el tratamiento de una variedad de
trastomos de proliferacion celular frecuentemente asociados con el cancer,
particularmente malignidades hematolégicas tales como leucemias. Estas proteinas han
mostrado una actividad antiproliferativa en contra del mieloma mditiple, leucemia
linfocitica crénica, leucemia de grado bajo, sarcoma de Kaposi, leucemia mielégena
cronica, carcinoma de célula renal, tumores de la vejiga urinaria y canceres de ovario
(Bonnem, E. M. et al. (1984) J. Biol. Response Modifiers 3: 580; Oldham, R.K. (1985)
Hospital Practice 20: 71).

Los interferones-alfa también son Gtiles en contra de diversos tipos -de
infecciones virales (Finter, N. B. et al. {(1991) Drugs 42 (5): 749). Los interferones-alfa
tienen actividad en contra de la infeccion por virus de papiloma de humano, infecciones
tipo Hepatitis B, y Hepatitis C (Finter, N. B. et al., 1991, anteriormente mencionado;
Kashima, H. et al. (1988) Laryngoscope 98: 334; Dusheiko, G. M. et al. (1986) J.
Hematology 3 (Suplemento 2): S199; Davis, GL et al. (1989) N. England J. Med. 321:
1501). También se ha investigado el papel de los interferones y receptores del interferon
en la patogénesis de ciertas enfermedades autoinmunes e inflamatorias (Benoit, P. et al.

(1993) J. Immunol. 150 (3): 707).
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Aunque estas proteinas poseen valor terapéutico en el tratamiento de

numerosas enfermedades, éstas no han sido optimizadas para uso como farmacéuticos.
Por ejemplo, la toxicidad limitante de dosis, la reactividad cruzada del receptor, y las vidas
medias cortas en suero reducen significativamente la utilidad clinica de cualesquiera de
estas citocinas (Dusheiko, G. (1997) Hepatology 26: 1128-121S; Vial, T. y Descotes, J.
(19‘94) Drug Experience 10: 115-150; Funke, |. et al. (1994) Ann. Hematol. 68: 48-52;
Schomburg, A. et al. (1993) J. Cancer Res. Clin. Oncol. 119: 745-755). Diversos y
numerosos perfiles de efectos laterales los cuales acompafian a la administracion del
interferén incluyen sintomas similares a la gripe, fatigua, halucinaciones, fiebre, elevacion
de la enzima hepatica, y leucopenia (Pontzer, C. H. et al. (1991) Cancer Res. 51: 5304;
Oldham, 1985, anteriormente mencionado).

El virus de la hepatitis-C (HCV) es un virus de ARN no integrado al
hospedero con una velocidad de replicacién muy elevada y por lo tanto se asocia con un
grado elevado de diversidad genética. Se han identificado al menos seis genotipes y més
de treinta subtipos de ARN de HCV. Se ha mostrado que el genotipo de HCV es un
elemento de prediccién de la respuesta a la terapia por IFN-alfa. Se ha encontrado que
los pacientes infectados con los genotipos de HCV 2 y 3 generaimente responden bien a
la terapia con interferdn. Los pacientes infectados con los genotipos 4, 5 y 6 tienden a
responder menos bien. Los pacientes infectados con el genotipo HCV 1 tienden a
responder muy mal a la terapia con interferén, con aproximadamente 50% de los
pacientes con genotipo 1 se clasifican como pacientes que "no responden” hacia la
terapia con IFN-alfa. El genotipo 1 es actualmente la forma mas prevalente de Hepatitis

C, infectando a aproximadamente 70% de pacientes en los Estados Unidos y 50% de
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pacientes en Europa. Claramente, existe una necesidad imperante para terapias mas

efectivas para la infeccién por HCV, particularmente de la variedad de genotipo 1.

Existe evidencia genética y bioquimica de que el genotipo 1 HCV (y otros
subtipos) atenGan de manera activa la ruta de sefalizacidn de IFN-alfa mediante la
inhibicién de proteinas clave para la respuesta a IFN tal como la serina/treonina proteina
cinasa PKR activada por ARNds (Katze M. G., et al. (2002) Nat. Rev. Immunol. 2(9): 675-
687). Como una probable consecuencia de esta diversidad genética e inhibicion activa de
la respuesta antiviral, HCV (particularmente el genotipo 1) tiene la capacidad de escapar
de la vigilancia inmune del hospedero, llevando a una alta proporcién de infeccién
crnica. La extensiva heterogeneidad genética de HCV tiene implicaciones diagnésticas y
clinicas importantes, que potenciaimente explican las variaclones en el curso cllnico,
dificultades en el desamollo de la vacuna, y ausencia de respuesta a la terapia.

La presente invencién se dirige a la necesidad de moléculas de interferon-
alfa las cuales exhiban una eficiencia antiviral y/o inmunomoduladora. La invencion
provee polipéptidos y polipéptidos conjugados novedosos de interferon-alfa, acidos
nucleicos que codifican los polipéptidos, y métodos para el uso de dichas moléculas.
Dichas moléculas podrian ser de uso benéfico en una variedad de aplicaciones,
incluyendo, por ejemplo, tratamientos terapéuticos y profilacticos, particularmente para
infecciones virales y enfermedades y condiciones asociadas con las infecciones virales.

La presente invencién satisface estas y otras necesidades.
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidn provee polipéptidos novedosos, incluyendo variantes
de los mismos y proteinas de fusién que comprenden dichos polipéptidos. La invencion
también provee conjugados que comprenden un polipéptido de la invencion
aparentemente asociado a una mas porciones no polipeptidicas. La invencién también
provee acidos nucleicos que codifican cualesquiera de los polipéptidos de la invencién, y
vectores y células hospederas que comprenden dichos acidos nucleicos. Ademas, la
invencién provee métodos para la elaboracién y uso de dichos polipéptidos, conjugados,
y Acidos nucleicos, y otras caracteristicas evidentes después de la revisién adicional.

En un aspecto, la invencion provee un polipéptido aislado o recombinante,
el polipéptido que comprende una secuencia identificada como una de SEQ ID NOs: 2-35
y SEQ ID NOs: 37-44 (tal como una de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO:
10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15,
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 10, SEQ
ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID
NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO:
31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 37,
SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ
ID NO: 43, y SEQ ID NO: 44). La invencion también provee proteinas de fusion y
conjugados que comprenden cualesquiera de estos polipéptidos, acidos nucleicos que

codifican estos polipéptidos, y métodos para la elaboracién y uso de estos polipéptidos.
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La invencidn también provee polipéptidos aislados 0 recombinantes cada

uno de los cuales comprende una secuencia que (a) difiere en 1 a 16 posiciones de
aminoécidos a partir de SEQ ID NO: 1 y (b) comprende una 0 méas sustituciones relativas
a SEQ ID NO: 1 seleccionadas a partir del grupo que consiste de F48A/L; V51P; F55A,
F65A; F68P; L111A; y V114P. Algunos de dichos polipéptidos comprenden una
secuencia la cual difiere de SEQ ID NO:1en 1,2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 0 16 posiciones de aminoacidos, por ejemplo, en 1-15 posiciones de aminoécidos, en
1-14 posiciones de aminoacidos, en 1-13 posiciones de aminoacidos, en 1-12 posiciones
de aminodcidos, en 1-11 posiciones de aminoacidos, en 1-10 posiciones de aminoacidos,
en 1-9 po_siciones de aminodcidos, en 1- 8 posiciones de aminoacidos, en 1-7 posiciones
de aminoécidos, en 1-6 posiciones de aminoacidos, en 1-5 posiciones de aminoacidos,
en 1-4 posiciones de aminoacidos, en 1-3 posiciones de aminoacidos, o en 1-2
posiciones de aminoacidos. En algunos casos, el polipéptido comprende adicionalmente
una o mas sustituciones relativas a SEQ ID NO: 1 seleccionadas a partir del grupo que
consiste de H47Q; V51A; Q52P/E; AS3T,; F55S; L56V; F57L; Y58H; M61l; N113K; V114E;
y E160D. En algunos casos, el polipéptido exhibe una actividad de interferon-alfa (tal
como, por ejemplo, actividad antiviral, actividad de diferenciacion TH1, y/o actividad
antiproliferativa). La invencién también provee proteinas de fusién y conjugados que
comprenden cualesquiera de estos polipéptidos, acidos nucleicos que codifican dichos
polipéptidos, y métodos para la elaboracién y uso de dichos polipéptidos.

La invencién también provee polipéptidos aislados o recombinantes cada
uno de los cuales comprende una secuencia que (a) difiere en 0 a 16 posiciones de

aminoacidos a partir de SEQ ID NO: 13 y (b) comprende uno o mas de: Ala o Leu en la
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posicién 48; Pro en {a posicidn 51; Ala en la posicion 55; Ala en la posicion 65; Pro en la

posicién 68; Ala en la posicién 111; y Pro en la posicion 114 (numeracién de la posicion
en relacidbn con SEQ ID NO: 13). Algunos de dichos polipéptidos comprenden una
secuencia ia cual difiere de SEQ ID NO: 13 en 0,1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, o 16 posiciones de aminoéacidos, por ejemplo, en 0-15 posiciones de aminoacidos,
en 0-14 posiciones de aminoéacidos, en 0-13 posiciones de aminoacidos, en 0-12
posiciones de aminoécidos, en 0-11 posiciones de aminoacidos, en 0-10 posiciones de
aminoacidos, en 0-9 posiciones de aminoacidos, en 0-8 posiciones de aminoacidos, en 0-
7 posiciones de aminodcidos, en 0-6 posiciones de aminodcidos, en 0-5 posiciones de
aminoéacidos, en 0-4 posiciones de aminoacidas, en 0-3 posiciones de aminoacidos, en 0-
2 posiciones de aminoacidos, 0 en 0-1 posiciones de aminoacidos. Algunos de dichos
polipéptidos comprenden una Ala o una Leu en la posicion 48. Algunos de dichos
polipéptidos comprenden una Ala en la posicion 48. En algunos casos, el polipéptido
comprende adicionalmente una o méas sustituciones a SEQ ID NO: 13 seleccionadas a
partir del grupo que consiste de H47Q; V51A; Q52P/E; AS3T,; F55S; L56V, F57L; Y58H;
M61l; N113K; V114E; y E160D. En algunos casos, el polipéptido exhibe una actividad de
interferon-alfa (por ejemplo, actividad antiviral, actividad de diferenciacibn TH1, y/o
actividad antiproliferativa). Algunos de dichos polipéptidos comprenden adicionalmente
uno o mas aminodacidos adicionales, como una metionina afiadida al extremo N terminal.
La invencién también provee proteinas de fusién y conjugados que comprenden estos
polipéptidos, y &cidos nucleicos aislados o recombinantes que codifican estos

polipéptidos.
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La invencién también provee polipéptidos aislados o recombinantes cada

uno de los cuales comprende una secuencia que (a) difiere en 1 a 16 posicionas de
aminoacidos a partir de SEQ ID NO: 36 y (b) comprende una o mas sustituciones
relativas a SEQ ID NO: 36 seleccionadas a partir del grupo que consiste de M21A; 124P;
F48A/L; T51P; S55A; F65A; F68P; FB0A; MO3P; L111A; V114P; F124A; 1127P y E160D.
Algunos de dichos polipéptidos comprenden una secuencia la cual difiere de SEQ ID NO:
36en1,2 ,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 0 16 posiciones de aminoacidos, por
ejemplo, en 1-15 posiciones de aminoacidos, en 1-14 posiciones de aminoacidos, en 1-13
posiciones de aminoécidos, en 1-12 posiciones de aminoacidos, en 1-11 posiciones de
aminoacidos, en 1-10 posiciones de aminoacidos, en 1-8 posiciones de aminoacidos, en
1-8 posiciones de aminoacidos, en 1-7 posiciones de aminodcidos, en 1-6 posiciones de
aminoacidos, en 1-5 posiciones de aminoacidos, en 1-4 posiciones de aminoacidos, en 1-
3 posiciones de aminoacidos, 0 en 1-2 posiciones de aminoécidos. En algunos casos, el
polipéptido comprende adicionalmente una 0 mas sustituciones relativas a SEQ ID NO:
36 seleccionadas a partir del grupo que consiste de P26L; H47Q; T51V; S55P/F; V56L,
H58Y; L60M; FI0Y; MO3L; N95D; N113K; V114E; R125Q; T132K; y L154F. En algunos
casos, el polipéptido exhibe una actividad de interferdn-alfa (tal como, por ejemplo,
actividad antiviral, actividad de diferenciacién TH1, y/o actividad antiproliferativa). La
invencidn también provee protelnas de fusibn y conjugados que comprenden
cualesquiera de estos polipéptidos, acidos nucleicos que codifican dichos polipéptidos, y
métodos para la elaboracién y uso de dichos polipéptidos.

La invencién también provee polipéptidos aislados o recombinantes cada

uno de los cuales comprende una secuencia que (a) difiere en 0 a 16 posiciones de
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aminoacidos a partir de SEQ ID NO: 38 y (b) comprende uno o més de: Ala en la posicién

21; Pro en la posicion 24; Ala o Leu en la posicién 48; Pro en la posicidn 51; Ala en la
posicion 55; Ala en la posicidn 65; Pro en la posicién 68; Ala en la posicion 90; Pro en la
posicién 93; Ala en la posicién 111; Pro en la posicién 114; Ala en la posicién 124; Pro en
la posicién 127; y Glu en la posicién 160 (numeracidn de la posicién en relacién con SEQ
ID NO: 38). Algunos de dichos polipéptidos comprenden una secuencia la cual difiere de
SEQIDNO:38en0,1,2,3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, o 16 posiciones de
aminoacidos, por ejemplo, en 0-15 posiciones de aminoacidos, en 0-14 posiciones de
aminoacidos, en 0-13 posiciones de aminoacidos, en 0-12 posiciones de aminoacidos, en
0-11 posiciones de aminoacidos, en 0-10 posiciones de aminoacidos, en 0-9 posiciones
de aminoacidos, en 0-8 posiciones de aminoacidos, en 0-7 posiciones de aminoacidos,
en 0-6 posiciones de aminoacidos, en 0-5 posiciones de aminoacidos, en 0-4 posiciones
de aminoacidos, en 0-3 posiciones de aminoacidos, en 0-2 posiciones de aminoacidos, o
en 0-1 posiciones de aminoacidos. Algunos de dichos polipéptidos comprenden una Ala o
una Leu en la posicidn 48. Algunos de dichos polipéptidos comprenden una Ala en la
posicién 48. En algunos casos, el polipéptido comprende adicionalmente una o mas
sustituciones a SEQ ID NO: 38 seleccionadas a partir del grupo que consiste de P26L,;
H47Q; V51T, F55P/S; L56V; Y58H, L60M; FO0Y; MI3L; N95D; N113K; V114E; R125Q;
T132K; y F154L. En algunos casos, el polipéptido exhibe una actividad de interferdn-alfa
(por ejemplo, actividad antiviral, actividad de diferenciacion Tw1, y/o actividad
antiproliferativa). Algunos de dichos polipéptidos comprenden adicionalmente uno o mas
aminoicidos adicionales, como una metionina afiadida al extremo N terminal. La

invencion también provee protelnas de fusion y conjugados que comprenden estos
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polipéptidos, acidos nucleicos que codifican dichos polipéptidos, y métodos para la

elaboracion y uso de dichos polipéptidos.

La invencion también provee conjugados que comprenden un polipéptido de
la invencidn, tal como cualesquiera de los polipéptidos de la invencion anteriormente
descritos, y al menos una porcién no polipeptidica unida a un grupo de unién del
polipéptido, en donde el conjugado exhibe una actividad de interfern-alfa. En algunos
casos, la porcion no polipeptidica es un polimero (por ejemplo, una molécula de 6xido de
polialquileno, tal como un polietilenglicol (PEG), tal como un monometoxipolietilenglicol
(mPEG)), 0 una porcion de azicar. La al menos una porcion no polipeptidica puede
unirse, por ejemplo, a una cistelna, a una lisina, al grupo amino N-terminal del polipéptido,
o a un sitio de glicosilacion in vivo del polipéptido. La invencién también provee métodos
para la elaboracion y uso de dichos conjugados.

La invencién también provee 4acidos nucleicos aislados o recombinantes que
codifican cualesquiera de los polipéptidos de la invencién. La invencién también provee
vectores y células hospederas que comprenden dichos Acidos nucleicos, y métodos para
elaboracién de los polipéptidos de la invencién que comprenden cultivar células
hospederas que comprenden dichos acidos nucleicos.

En otro aspecto, la invencion provee un método para inhibicidbn de la
replicacion viral en células infectadas por virus, el método comprendiendo poner en
contacto a las células infectadas por virus con un polipéptido o un conjugado de la
invencién. La invencion también provee un método para la reduccion del nimero de
copias de un virus en células infectadas por virus, que comprende poner en contacto a las

células infectadas por virus con un polipéptide o un conjugado de la invencion.
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En otro aspecto, la invencion provee un método para el tratamiento de una

condicion la cual responde al interferon-alfa, que comprende administrar 2 un sujeto que
padece la condicién una composicion que comprende un polipéptido de la invencion o un
conjugado de la invencion en una cantidad efectiva para mejorar un sintoma asociado
con la condicion. Dichas condiciones incluyen infeccion cronica por Hepatitis C, infeccion
crénica por Hepatitis B, leucemia de célula pilosa, melanoma maligno, linfoma folicular,
Condilomata Acuminatum, sarcoma de Kaposi relacionado con el SIDA, linfoma no de
Hodgkin, leucemia mielégena cronica, carcinoma de célula basal, mieloma multiple,
tumores carcinoides, cancer de vejiga urinaria, enfermedad de Crohn, linfoma cutaneo de
célula T, carcinoma de célula renal, esclerosis multiple, y SIDA. La invencion también
incluye el uso de una composicién que comprende un polipéptido de la invencidén o un
conjugado de la invencion para el tratamiento de una condicion la cual responde al
interferén-alfa, tal como por ejemplo una condicién anteriormente descrita.

. Estos y otros objetivos y caracteristicas de la invencién serdn mas evidentes

cuando se lea la siguiente descripcién detallada en conjuncién con las figuras anexas.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las figuras 1A y 1B muestran cursos de tiempo bifasicos para la eliminacién
viral a partir de células infectadas con HCV siguiendo al tratamiento con iFN-alfa (A.
cinéticas sin respuesta; B. cinéticas con respuesta).

La figura 2 muestra un alineamiento de ia secuencia de un polipéptido de la

invencién (SEQ ID NO: 13) con las siguientes secuencias del polipéptido de interferon-
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alfa de humano (hutFN-alfa): hulFN-alfa la {SEQ ID NO: 45), hulFN-alfa 2b (SEQ ID NO:

46), hulFN- alfa 4b (SEQ ID NO: 48), hulFN-alfa 5 (SEQ ID NO: 49), hulFN-alfa 6 (SEQ
ID NO: 50), hulFN-alfa 7 (SEQ ID NO: 51), hulFN-alfa 8b (SEQ ID NO: 5§2), hulFN-alfa
10a (SEQ ID NO: 53), hulFN-alfa 14a (SEQ ID NO: 54), hulFN-alfa 16 (SEQ ID NO: 55),
hulFN-alfa 17b (SEQ ID NO: 56) y hulFN-alfa 21b (SEQ ID NO: 57). Las convenciones de
nombrado para las secuencias hulFN-alfa son de conformidad con Allen G. y Diaz M. O.
(1996) J. Interferon and Cytokine Res. 16: 181-184. Las posiciones de los residuos de
aminoacidos en SEQ ID NOs: 4546 y 48-57 que son idénticas a SEQ ID NO: 13 se
indican con un punto (.), y los espacios en la secuencia se indican con un guién (-).

La figura 3 muestra un alineamiento de la secuencia de un polipéptido de la
invencion (SEQ 1D NO: 38) con las secuencias del polipéptido de interferon-alfa de
humano SEQ ID NOs: 45-46 y 48-57. Las posiciones de los residuos de aminoéacidos en
SEQ ID NOs: 4546 y 48-57 que son idénticas a SEQ ID NO: 38 se indican con un punto
(.), ¥ los espacios en la secuencia se indican con un guién (-).

l.a figura 4 muestra la matriz de sustitucion BLOSUM62.

Las figuras 5A, 5B y 5C muestran ejemplos de calculos de evaluaciones de
alineamiento utilizadas para determinar los alineamiento éptimos de secuencia, utilizando
los siguientes parAmetros: matriz BLOSUM62, sancion por espacio abierto = 11, y
sancién por extensioén de espacio = 1.

Las figuras 6 y 7 muestran los lectores de expresion de E. coli designados
OripBR-URA3-lacl_14epi18-mut2 y OripBR-URA3-lacl_25epil9-mut, respectivamente.

La figura 8 muestra la separacion via CLAR de intercambio catiénico de

isémeros posicionales de un conjugado de interferén-alfa pegilado ejempiar.

60/
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La figura 9 muestra un gel de SDS-PAGE de fracciones a partir de la

saparacion CLAR por intercambio catidnico de la figura 8.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones

A menos que se defina de otra manera en la presente invencién o en el
remanente de la especificacion, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la
presente invencién tienen el mismo significado que se entiende cominmente por aquellos
axpertos en la técnica a los cuales pertenece la invencidn.

Una "secuencia polipeptidica” (por ejemplo, una proteina, polipéptido,
péptido, etc.) es un polimero de aminoacidos que comprende aminoacidos que se
presentan de manera natural 0 anélogos artificiales de aminoacidos, o un caracter en
hilera que representa un polimero de aminoacido, dependiendo del contexto. Dada la
degeneracion del cédigo genético, uno 0 mas acidos nucleicos, o los acidos nucleicos
complementario de los mismos, que codifican una secuencia polipeptidica especifica se
pueden determinar a partir de la secuencia polipeptidica.

Una ‘“secuencia polipeptidica” (por ejemplo, un acido nucleico,
polinucledtido, oligonuclettido, etc.) es un polimero de nucledtidos que comprende los
nucledtidos A, C, T, U, G, u otros nucledtidos que se presentan de manera natural o
analogos artificiales de los nucledtidos, 0 un cardcter en hilera que representa un acido
nucleico, dependiendo del contexto. Ya sea el acido nucleico dado o el acido nucleico
complementarioc se pueden determinar a partir de cualquier secuencia polipeptidica

especificada.
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La numeracién de un polimero de aminoécidos dado o de un polimero de

Acidos nucleicos que "comesponde a" o que es "relativo a” la numeracién de un polimero
de amino4cidos seleccionado 0 a un polimero de acidos nucleicos cuando la posicion de
cualquier componente polimérico dado {por ejemplo, aminoacido, nucledtido, también
referido genéricamente como un "residuo”) se designa en referencia a la misma posicion
0 a una posicién equivalente en el pollmero seleccionado de aminoacidos o de acidos
nucleicos, mas que por la posicién numérica real del componente en el polimero dado.
Por lo tanto, por ejemplo, la numeracién de una posicién dada del aminoacido en una
secuencia polipeptidica dada corresponde a la misma posicion del aminoacido o a una
posicién equivalente en una secuencia polipeptidica seleccionada utilizada como una
secuencia de referencia.

Una "posicién equivalente” (por ejemplo, una "posicién equivalente del
aminoacido” o "posicién equivalente del acido nucieico™ o "posicidn equivalente del
residuo”) se define en la presente invencién como una posicién (tal como, una posicién de
aminoacido o una posicién de acido nucleico o posicién del residuo) de una secuencia
polipeptidica de prueba (o polinucledtido de prueba) la cual se alinea con una posicion
correspondiente de una secuencia polipeptidica de referencia (o polinucledtido de
referencia), cuando se alinea de manera 6ptima utilizando un algoritmo para alineamiento
como se describe en la presente invencion. La posicién equivalente del aminoacido del
polipéptido prueba no necesita tener el mismo numero de posicién numérica que la
posicién correspondiente del polipéptido de referencia; de manera similar, la posicion
equivalente del acido nucleico del polinucledtido prueba no necesita tener el mismo

nimero de posicion numérica que la posicién correspondiente del polinucledtido de
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referencia. Como un ejemplo, la figura 2 muestra la secuencia de un polipéptido de la

invencién (SEQ ID NO: 13) alineado de manera dptima con diversas secuencias
polipeptldicas conocidas de interferon-alfa de humano. En este ejemplo, se considera que
el nimero de posicion de aminoéacido 48 de SEQ ID NO: 13 esta en una posicién
equivalente del aminoacido a (por ejemplo es "squivalente a") aquella del nimero de
posicién del aminoacido 47 de SEQ ID NO: 48 (hulFN-alfa 2b), puesto que el nimero de
aminoéacido 48 de SEQ ID NO: 13 se alinea con el nimero de aminoacido 47 de SEQ ID
NO: 46. En otras palabras, la posicién del amino4cido 48 de SEQ 1D NO: 13 "corresponde
a" Ia posicién del aminoacido 47 de SEQ ID NO: 46. De manera similar, se entiende que
el residuo A48 (Ala48) en SEQ ID NO: 13 comresponde al residuo F48 (Phe48) en, por
ejemplo, SEQ ID NO: 1, de manera que por ejemplo se entiende que la sustitucién A48L
relativa a SEQ ID NO: 13 corresponde a la sustitucion F48L relativa a, por ejemplo, SEQ
ID NO: 1 (y asl sucesivamente).

Dos secuencias polipeptidicas se encuentran "alineadas de manera 6ptima”.
Cuando éstas se alinean utilizando parametros definidos, por ejemplo, una matriz para
sustitucion de aminoacidos definidos, sancion por existencia de espacio (también
denominada sancion por espacio abierto), y sancidn por extensién de espacio, de manera
que se llega a la mayor evaluacién de similitud posible para ese par de secuencias. Una
matriz BLOSUM62 (Henikoff y Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 (22): 10915-
10919) frecuentemente se utiliza como una matriz para la sustitucion de evaluacion por
omisién en algoritmos para alineamiento de secuencias peptidicas (tal como BLASTP). La
sancién por existencia de espacio se impone para la introduccién de un espacio de

aminoacido particular en una de las secuencias alineadas, y la sancion para la extension
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de espacio se impone para cada posicidn del residuo en el espacio. A menos que se

establezca de otra manera, los pardmetros para alineamiento empleados en la presente
invencién son: matriz de evaluacion BLOSUM62, sancidn por existencia de espacio = 11,
y sancion por extension de espacio = 1. La evaluacion del alineamiento se define ;;or las
posiciones de aminoacidos de cada secuencia en la cual el alineamiento empieza y
termina (por ejemplo la ventana de alineamiento), y opcionalmente por la insercién de un
espacio o multiples espacios dentro de una o ambas secuencias, de manera que se llega
a la mayor evaluacion de similitud posible, como se describe con mayor detalle a
continuacion en la seccion titulada “"identidad de secuencia porcentual”.

La terminologia utilizada para la identificacidn de las posiciones de
aminoacidos y sustituciones de aminoacidos se ilustra como sigue: F48 indica que la
posicion namero 48 esta ocupada por un residuo de fenilalanina (Phe) en una secuencia
de aminodacidos de referencia, tal como SEQ ID NO: 1. F48A indica que el residuo de
fenilalanina de la posicién 48 ha sido sustituido con un residuo de alanina (Ala). Las
sustituciones altemnativas se indican con una "/, por ejemplo, F48A/L significa una
secuencia de aminoacidos en la cual el residuo de fenilalanina en la posicién 48 esta
sustituida con un residuo de alanina o un residuo de leucina. Las sustituciones miiltiples
algunas veces se pueden indicar con un signo de "+", por ejemplo H47Q+ F48A/L
significa una secuencia de aminoéacidos la cual comprende una sustitucion del residuo de
histidina en la posicion 47 con un residuo de glutamina y una sustitucién del residuo de
fenilalanina en la posicion 48 con un residuo de alanina o un residuo de leucina. Las
deleciones se indican por un asterisco. Por ejemplo, H47* indica que el residuo de

histidina en la posicion 47 ha sido deletado. Las deleciones de dos 0 mas aminoacidos
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continuos se puede indicar como sigue, por ejemplo, R161*-E1686" indica la delecién de

los residuos R161-E166 inclusivos (es decir, los residuos 161, 162, 163, 164, 164, y 166
ostan deletados). Las inserciones se indican de la siguiente manera: ia insercién de un
residuo adicional de serina después del residuo de histidina localizado en la posicién 47
se indica como H47HS. Las sustituciones e inserciones combinadas se indica de la
siguiente manera: la sustitucién del residuo de histidina en la posicién 47 con un residuo
de serina y la insercidn de un residuo de alanina después de la posicién 47 del residuo de
aminoacido se indica como H47SA.

A menos que se indique de otra manera, la numeracion de la posicion de los
residuos de aminoacidos mencionados en la presente invencion es relativa a la secuencia
de aminoicidos SEQ ID NO: 1. Se debe entender que aunque los ejemplos y
modificaciones al polipéptido parental generalmente se proveen en la presente invencion
en relacibn con la secuencia SEQ ID NO: 1 (o en relaciobn con otra secuencia
especificada), los ejemplos pertenecen a otros polipéptidos de la invencidn, y las
modificaciones descritas en la presente invencién se pueden realizar en posiciones
equivalentes de aminoacidos de cualesquiera de otros polipéptidos descritos en la
presente invencidn. Por lo tanto, como un ejemplo, la sustitucién F48L relativa a SEQ ID
NO: se entiende que corresponde a la sustitucion A48L en SEQ ID NO: 13, y asl
sucesivamente.

El témino "que exhibe (por ejemplo, exhibe, o que tiene, o tiene) una
actividad de interferdn-aifa" se pretende que indique que el polipéptido o conjugado de la
invencion tiene al menos una actividad exhibida por un polipéptido de referencia tipo

interferdn-alfa (tal como, por ejemplo, un polipéptido de interferon-alfa de humano, por
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ejemplo, hulFN-alfa 2b identificado en la presente invencibn como SEQ ID NO: 46,

hulFN-alfa 2a identificado en la presente invencién como SEQ ID NO: 47, hiFN-alfa 8b
identificado en la presente invencién como SEQ ID NO: 51, o cualquier otro polipéptido
tipo interferon alfa conocido en la técnica, tal como, por ejemplo, aquellos listados en
Allen G. y Diaz M.O. ( 1996, anteriormente mencionado)). Dicha actividad incluye Ila
capacidad de sefalizar a través de un receptor de interferdn-aifa, como se evidencia por,
por ejemplo, uno 0 mas de: inhibicion de la replicacién viral en células infectadas por virus
("actividad antiviral™); mejoria de la diferenciacién de células-T sin afeccién a un fenotipo
Tu1 ylo supresion de la diferenciacidn de células-T sin afecciébn a un fenotipo Ty2
("actividad de diferenciacion Ty1"); o inhibicion de la proliferacién celular (“actividad
antiproliferativa"). La una o mas actividades de interferdn-alfa se ensayan utilizando
ensayaos conocidos en la técnica y/o descritos en los ejemplos.

Un polipéptido o un conjugado que exhibe una actividad de interferdn-alfa
se considera que tiene dicha actividad cuando exhibe una actividad mensurable, por
sjemplo, una actividad antivial mensurable, actividad antiproliferativa, o actividad de
diferenciacion Ty1 (por ejemplo, como se determina por los ensayos conocidos en la
técnica y/o descritds en los ejemplos). Un experto en la técnica reconoce que lo que
constituye una actividad mensurable depende en parte de la naturaleza del ensayo a ser
realizado, pero como una gula general una actividad mensurable es una en la cual la
sefial del ensayo generada en la presencia del compuesto prueba (por ejemplo, un
polipéptido de la invencidén) se cuantifica de manera diferente en comparaciéon con la
sefial del ensayo generada en la ausencia del compuesto prueba. Se debe entender que

un polipéptido o conjugado de la invencién no necesita exhibir todas las actividades
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conocidas de un interferbn-alfa particular de referencia, o exhibe dichas actividades al

mismo grado que el interferén-alfa de referencia. En algunos casos la actividad exhibida
por un polipéptido o conjugado de la invencién (como se evidencia, por ejemplo, por una
ECs, actividad especlifica, u otro valor relacionado con actividad) puede ser
aproximadamente igual a, menor que, © mayor que la actividad particular exhibida por el
interferdn-alfa de referencia.

Una "variante” es un polipéptido que comprende una secuencia !a cual
difiere en una o mas posiciones del aminoacido en comparacién con una secuencia
polipeptidica parental. Por ejemplo, una variante puede comprender una secuencia la
cual difiere de las secuencia polipeptidica parental en hasta 10% del numero total de
residuos de la secuencia polipeptidica parental, tal como en hasta 8% de los residuos, por
ejemplo, en hasta 6%, 5%, 4%, 3%, 2% o 1% del numero total de residuos de la
secuencia polipeptidica parental. Por ejemplo, una variante de SEQ ID NO: 1 puede
comprender una secuencia la cual difiere de SEQ ID NO: 1 en 1-16 posiciones de
aminoéacidos (tal comoen1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, o 16 posiciones
de aminoacidos), por ejemplo en 1-15 posiciones de aminoacidos, en 1-14 posiciones de
aminoacidos, en 1-13 posiciones de aminoacidos, en 1-12 posiciones de aminoacidos, en
1-11 posiciones de aminoacidos, en 1-10 posiciones de aminoacidos, en 1-9 posiciones
de aminoécidos, en 1-8 posiciones de aminoacidos, en 1-7 posiciones de aminoéacidos,
en 1-6 posiciones de aminoécidos, en 1-5 posiciones de aminoéacidos, en 1-4 posiciones
de aminoacidos, en 1-3 posiciones de aminoécidos, o en 1-2 posiciones de aminoacidos.

El término "polipéptido parental” o "interferén-alfa parental” se pretende que

indique la secuencia polipeptidica a ser modificada de conformidad con la presente
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invencion. La secuencia polipeptidica parental puede ser aguella de un IFN-alfa que se

presenta de manera natural (tal como un IFN-alfa de mamifero, por ejemplo, un |FN-alfa
de primate, tal como un IFN-alfa de humang, tal como un polipéptido hulFN-alfa
identificado en la presente invencién como SEQ ID NOs: 45-57, u otra secuencia hulFN-
alfa tal como aquella descrita en la presente invencién y/o en Allen G. y Diaz M.O. (1996),
anteriormente mencionado). La secuencia polipeptidica parental puede ser aquella de un
interferdn-aifa que no se presenta de manera natural (por ejempio, "sintético™), tal como
IFN-alfa Conl (SEQ ID NO: 58). En algunos casos, el polipéptido parental a ser
modificado puede ser 4l mismo un polipéptido de la invencion, tal como, por ejemplo,
cualesquiera de SEQ 1D NOs: 2-35 y SEQ ID NOs: 37-44.

"Que se presenta de manera natural” como se aplica a un objeto se refiere
al hecho de que el objeto se puede encontrar en en la naturaleza como una forma distinta
a la producida artificialmente por el hombre. Por ejemplo, un polipéptido o secuencia
polipeptidica que esté presente en un organismo (incluyendo virus, bacterias, protozoos,
insectos, plantas o tejido de mamifero) que se puede aislar a partir de una fuente en la
naturaleza y el cual no ha sido modificado de manera intencional por el hombre en el
laboratorio es aquel que se presenta de manera natural. "Que no se presenta de manera
natural” (también denominado "sintético” o "artificial”) como se aplica a un objeto significa
que el objeto no se presenta de manera natural — por ejemplo, el objeto no se puede
encontrar en la naturaleza como una forma distinta a la producida artificiaimente por el
hombre.

Un “fragmento™ o "subsecuencia” es cualquier porcién de una secuencia

completa, que no incluye la secuencia total. Por lo tanto, un fragmento o subsecuencia se

LV
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refiere una secuencia de aminoacidos o acidos nucleicos que comprende una parie de
una secuencia mas larga de aminoécidos {por ejemplo, polipéptido) o acidos nucleicos
(por ejemplo, polinucleétido).

Un tipo de fragmento contemplado por la presente invencion es un
fragmento en el cual los residuos de aminoacidos se remueven a partir del extremo N
terminal o del extremo C terminal del polipéptido parental (0 ambos); dicho polipéptido se
considera que esta "N terminalmente truncado™ o "C terminaimente truncado”,
respectivamente. Se sabe que la delecién de al menos los primeros cuatro aminoacidos a
partir del extremo N terminal no afectan significativamente la actividad de interferén-aifa
(Lydon, N.B. et al. (1985) Biochemistry 24: 4131-41). Ademéas, se han descrito las
variantes que retienen la actividad de interferdn-alfa en donde entre 7 y 11 aminoacidos
han sido deletados a partir del extremo C terminal (Cheetham B. F. et al. (1991) Antiviral
Res. 15 (1) 27- 39; Chang N.T. et al. (1983) Arch. Biochem Biophys. 221 (2): Franke A.E.
et al. (1982) ADN 1 (3): 223-230).

Un “receptor” por ejemplo, un "receptor de interferén-alfa" (también
conocido como un "receptor de interferén tipo 1”) es un receptor el cual se activa en
células por un interferon-alfa, por ejemplo, se une a un interferén-aifa e inicia la
sefializacion intracelular, tal como un receptor de interferdn tipo | que comprende las
subunidades del receptor IFNAR-2 e IFNAR-1 (Domanski et al. (1998) J. Biol. Chem. 273
(6): 3144-3147; Mogensen et al., (1999) Journal of Interferon and Cytokine Research, 19:
1069-1098). En el contexto de esta invencion, también se pretende que el receptor
incluya formas truncadas de una molécula de longitud total del receptor, tal como por

ejemplo una molécula receptora la cual carece de una porcién para union a la membrana,
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tal como una forma soluble de una molécula receptora (también conocido como un

"receptor soluble”) la cual comprende un dominio de unién extraceluar, el cual se une a
un interferbn-alfa, pero necesariamente no se une a una membrana y/o inicia la
sefializacion intracelular. ‘

Una "afinidad de unidn especifica” entre las dos moléculas, por ejemplo, un
ligando y un receptor, significa una unién preferencial de una molécula por otra en una
mezcla de moléculas. La unién de las moléculas tipicamente se considera especifica si la
afinidad de unién es de aproximadamente 1 x 10* M a aproximadamente 1 x 10° M o
mayor (por ejemplo, Kp de aproximadamente 10 a 10 M o menor). La afinidad de union
de un ligando y un receptor se puede medir mediante técnicas estandar conocidas por
aquellos expertos en la técnica. Los ejemplos no limitantes de técnicas bien conocidas
para la medicién de las afinidades de unién incluyendo tecnologla Biacore® (Biacore AB,
Suecia), microcalorimetria por titulacion isotérmica (MicroCal LLC, Northampton, MA
EUA), ELISA, y FACS. Por ejemplo, FACS u otros métodos para clasificacion se pueden
utilizar para seleccionar poblaciones de moléculas (tales como por ejemplo, ligandos que
se exhiben en la superficie celular) las cuales se unen especificamente al mieml-)ro par de
unién asociado (tal como un receptor, por ejemplo, un receptor soluble). Los complejos
ligando-receptor se pueden detectar y seleccionar por ejemplo, mediante fluorescencia
(por ejemplo, mediante la reaccion del complejo con un anticuerpo fluorescente que
reconoce el complejo). Las moléculas de interés las cuales se unen a un miembro par de
unién asociado (por ejemplo, receptor) se agrupan y re-clasifican en la presencia de
concentraciones menores del receptor. Mediante la realizacién de miuiltiples rondas de

seleccion en la presencia de concentraciones decrecientes del receptor (se obtiene un
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intervalo de concentracién ejemplar que se encuentra en el orden de 10° M hacia abajo

hasta 10® M, por ejemplo, 1 micromolar (uM) hacia abajo hasta 1 nanomolar (nM), o
menor, dependiendo de la naturaleza de la interaccion del ligando-receptor), se pueden
aislar las poblaciones de la molécula de interés que exhiben actividad de unién especifica
para el receptor.

Un polipéptido, &cido nucleico, u otro componente esta "aislado” cuando
estd parcialmente o completamente separado a partir de componentes con los cuales
nommalmente estd asociado {otros péptidos, polipéptidos, proteinas (incluyendo
complejos, por ejemplo, polimerasas y ribosomas los cuales pueden acompafiar una
secuencia nativa), acidos nucleicos, células, reactivos sintéticos, contaminantes celulares,
componentes celulares, etc.), por ejemplo, tal como a partir de otros componentes con los
cuales normalmente estan asociados en la célula a partir de la cual se derivan
originalmente. Un polipéptido, acido nucleico, u otro componente esta aislado cuando se
recupera o separa parciaimente o completamente partir de otros componentes de su
ambiente natural de tal manera que es la especie predominante presente en una
composicién, mezcla, o coleccién de componentes (por ejemplo, en una base molar es
méas abundante que cualquier otra especie individual en la composiciéon). En algunos
casos, la preparacién consiste de mas de aproximadamente 60%, 70% ¢ 75%,
tipicamente mas de aproximadamente 80%, o preferiblemente mas de aproximadamente
90% de especies aisladas.

Un 4cido nucleico "sustancialmente puro™ o "aislado" (por ejemplo, ARN o
ADN), polipéptido, proteina, o composicién también significa cuando las especies objeto

(por ejemplo, acido nucleico o polipéptido) comprende al menos aproximadamente 50, 60,
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o 70 por ciento en peso (en una base molar) de todas las especies macromoleculares

presentes. Una composicion sustanciaimente pura o aislada también puede comprender
al menos aproximadamente 80, 90, o 95 por ciento en peso de todas las especies
macromoleculares presentes en la composicion. La especie objeto aislada también se
puede purificar esencialmente hasta homogeneidad (las especies contaminantes no
pueden ser detectadas en la composicion mediante métodos de deteccion
convencionales) en donde la composicibn consiste esencialmente de derivados de una
especie macromolecular particular. El término "purificado” generalmente denota que un
acido nucleico, polipéptido, o proteina da lugar a esencialmente una banda en un gel
electroforético. Tipicamente significa que el acido nucleico, polipéptido, o proteina es al
menos aproximadamente 50% pura, 60% pura, 70% pura, 75% pura, mas
preferiblemente al menos aproximadamente 85% pura, y mas preferiblemente al menos
aproximadamente 99% pura.

El témino "acido nucleico aislado” se puede referir a un acido nucleico (por
ejemplo, ADN o ARN) que no estd inmediatamente contiguo con ambas secuencias
codificantes con las cuales esta inmediatamente contiguo (por ejemplo, uno en el extremo
5'y uno en el extremo 3') en el ganoma que se prasenta de manera natural del organismo
a partir del cual se deriva el &cido nucleico de la invencién. Por lo tanto, este término
incluye, por ejemplo, un fragmento de ADNc o un fragmento de ADN gendmico producido
por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o por el tratamiento de endonucleasa
de restriccion, cualquier fragmento de ADNc o fragmento de ADN gendmico que se
incorpore dentro de un vector, se integra dentro del genoma de la misma especie o de

una especie diferente a la del organismo, incluyendo, por ejemplo, un virus, a partir del
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cual se deriva originalmente, asociado a una secuencia codificante adicional para formar

un gen hibrido que codifica un polipéptido quimérico, 0 un polipéptido independiente de
cualesquiera otras secuencias de ADN. El ADN puede ser de cadena doble o de cadena
sencilla, sentido o antisentido.

Un "polinucledtido recombinante™ ¢ un "polipéptido recombinante” es un
polinuclestido o polipéptido que no se presenta de manera natural el cual puede incluir
secuencias de acidos nucleicos o secuencia de aminoacidos, respectivamente, a partir de
mas de un &cido nucleico o polipéptido fue?nte. dicha fuente de acido nucleico o
polipéptido puede ser un acido nucleico o polipéptido que se presenta de manera natural,
o puede ser sometida a mutagénesis o a otro tipo de modificacién. Un acido nucleico o
polipéptido puede ser considerado "recombinante” cuando es sintético o artificial ¢
disefiado, o se deriva a partir de un polipéptido o acido nucleico sintético o artificial o
disefiado. Un acido nucleico recombinante {por ejemplo, ADN o ARN) se puede elaborar
mediante la combinacion (por ejemplo, combinacion artificial) de al menos dos segmentos
de secuencia que tlpicamente no se incluyen juntos, tipicamente no estan asociados
entre si, o tipicamente se separan de otra manera entre si. Un &acido nucleico
recombinante puede comprender una molécula de acido nucleico formada mediante la
unién o combinacion de segmentos de 4cido nucleico a partir de diferentes fuentes y/o
sintetizado de manera artificial. Un "polipéptido recombinante” frecuentemente se refiere
a un polipéptido que resulta a partir de un acido nucleico clonado o recombinante. La
fuente de polinucledtidos o polipéptidos a partir de la cual se derivan las diferentes
secuencias de acidos nucleicos o de aminodcidos algunas veces son homélogas (por

ejemplo, tienen, o codifican un polipéptido que codifica, la misma estructura y/o funcién o



‘0

15

20

27
una estructura y/o funcién similar), y frecuentemente son a partir de diferentes aislados,

serotipos, cepas, especies de organismo o a partir de diferentes estados de enfermedad,
por ajemplo.

El término “"recombinante” cuando se utiliza con referencia, por ejemplo, a
una célula, polinucleétido, vector, protf:lna. o polipéptido tipicamente indica que la célula,
polinucledtido, o vector ha sido modificado mediante la introduccion de un écido nucleico
heterélogos (o extrafio) o mediante la alteracion de un acido nucleico nativo, o0 que la
proteina o polipéptido ha sido modificado mediante la introduccidén de un aminoacido
heterdlogo, 0 que la célula se deriva a partir de una célula asi modificada. Las células
recombinantes expresan secuencias de acidos nucleicos que no se encuentran en la
forma nativa (no recombinante) de la célula o que expresan secuencias de acidos
nucleicos nativos que de otra manera podrian expresarse anormalmente, sub-expresarse,
0 no expresarse del todo. El témino "recombinante” cuando se utiliza con reference a
una célula indica que la célula replica un acido nucleico heterdlogo, o expresa un
polipéptido codificado por un acido nucleico heterblogo. Las células recombinantes
pueden contener secuencias codificantes que no se encuentran dentro de la forma nativa
(no recombinante) de la célula. Las células recombinantes también pueden contener
secuencias codificantes encontradas en la forma nativa de la célula en donde las
secuencias codificantes estdn modificadas y se re-introducen dentro de la célula
mediante medios arificiales. El témino también comprende células que contienen un
acido nucleico endégeno a la célula que ha sido modificada sin remover el dcido nucleico
a partir de la célula; dichas modificaciones incluyen aquéllas obtenidas mediante

reemplazos de genes, mutacion sitio especifica, recombinacion, y técnicas relacionadas.
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El término “"recombinantemente producido” se refiere una combinacitn

artificial que usualmente se logra ya sea mediante medios de sintesis quimica,
recombinacién de secuencia recursiva de segmentos de acido nucleico u otros métodos
de generacién de diversidad (tal como, por ejemplo, recambio) de nucledtidos, o
manipulaciéon de segmentos aislados de acidos nucleicos, por ejemplo, mediante técnicas
de ingenierla genética conocidas por aquellos expertos en la técnica.
"Recombinantemente expresado” tipicamente se refiere a técnicas para la produccion de
un acido nucleico recombinante in vitro y la transferencia del acido nucleico recombinante
dentro de l(as células in vivo, in vitro, 0 ex vivo en donde éste se puede expresar o
propagar.

Un "cassette de expresion recombinante” o simplemente un "cassette de
expresion™ es una construccion de acido nucleico, generada de manera recombinante o
sintética, con elementos de 4cidos nucleicos que son capaces de afectar la expresion de
un gen estructural en hospederos compatibles con dichas secuencias. Los cassettes de
expresion incluyen al menos promotores y opcionalmente, sefiales para terminacion de la
transcripcion. Tipicemente, el casseite de expresion recombinante incluye un acido
nucleico a ser transcrito (por ejemplo, un &cido nucleico que codifica a polipéptido
deseado), y un promoter. Los factores adicionales necesarios o auxiliares para afectar la
exprasién también se pueden utilizar como se describe en la presente invencién. Por
ejomplo, un cassette de expresion también puede incluir secuencias nucleotidicas que
codifican una secuencia sefial que dirige la secrecién de una proteina expresada a partir

de la célula hospedera. La sefiales para terminacién de la transcripcién, potenciadores, y
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otras secuencias de &cidos nucleicos que influyen la expresion génica, también se puede

incluir en un cassette de expresion.

Un "inmunégeno” se refiere a una sustancia capaz de provocar una
respuesta inmune, e incluye, por ejemplo, antigenos, autoantigenos que desempefian un
papel en la induccién de las enfermedades autoinmunes, y antigenos asociados con
tumores expresados en células cancerosas. Generalmente una respuesta inmune se
refiere al desarrollo de una respuesta celular o una respuesta mediada por el anticuerpo a
un agente, tal como un antigeno o fragmento del mismo o acido nucleico que codifica
dicho agente. En aigunos casos, dicha respuesta comprende una produccién de al menos
una o una combinacién de células CTLs, células B, o varias clases de células T que se
dirigen especificamente a las células presentadoras del antigeno que expresan el
antigeno de interés.

Un "antigeno® se refiere & una sustancia que es capaz de inducir la
formacién de anticuerpos en un hospedero 0 que genera una poblacién especifica de
linfocitos reactivos con esa sustancia. Los antigenos tipicamente son macromoléculas
(por ejemplo, protelnas y polisacaridos) que son extemnas al hospedero.

Un “adyuvante” se refiere a una sustancia que mejora las propiedades
estimulantes inmunes del antigeno o el efecto{s) farmacolégico de un farmaco. Un
adjuvant puede mejorar de manera no especilfica la respuesta inmune a un antigeno. El
"adyuvante completo de Freund", por ejemplo, es una emulsion de aceite y agua que
contienen un inmunégeno, un agente emulsificante y micobacterias. Otra ejemplo, el

"adyuvante incompleto de Freund”, es el mismo, pero si la micobacteria.
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Un vector es un componente o composicion para facilitar la transduccién o

transfeccidon de la célula mediante un acido nucleico seleccionado, o la expresién del
acido nucleico en la célula. Los vectores incluyen, por ejemplo, plasmidos, cdsmidos,
virus, YACs, bacterias, poli-lisina, etc. Un “vector de expresion” es una construccion de
acido nucleico 0 secuencia, generada de manera recombinante o sintética, con una serie
de elementos especificos de acido nucleico que permiten la transcripciébn de un acido
nucleico particular en una célula hospedera. El vector de expresion puede ser parte de un
plasmido, virus, 0 fragmento de acido nucleico. Tipicamente el vector de expresion
incluye un &cido nucleico a ser operativamente transcrito asociado a un promator. El
acido nucleico a ser transcrito tipicamente se encuentra bajo la direccién o control del
promotor. .

"Sustanciaimente la longitud total de una secuencia polipeptidica" o
"sustancialmente la longitud total de una secuencia polipeptidica" se refiere a al menos
50%, generalmente al menos aproximadamente 60%, 70%, o 75%, usualmente al menos
aproximadamente 80%, o tipicamente al menos aproximadamente 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas de una longitud de una secuencia
polipeptidica o secuencia polipeptidica.

El término "inmunoensayo" incluye un ensayo que utiliza un anticuerpo o
inmundgeno para unirse o unirse especificamente a un antigeno. El inmunoensayo
tipicamente se caracteriza por el uso de propiedades especificas de unién de un
anticuerpo particular para aislar, dirigir, y/o cuantificar el antigeno.

El término "sujeto” como se utiliza en la presente invencién incluye, pero no

se limita a, un organismo; un mamifero, incluyendo, por ejemplo, un humano, primate no
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humano (por ejemplo, babuino, orangutan, mono), ratén, cerdo, vaca, cabra, gato, conejo,

rata, conegjillo de Indias, hamster, caballo, mono, oveja, u otro mamifero no humano; un
no mamifero, incluyendo, por ejemplo, un vertebrado no mamifero, tal como un ave (por
ejemplo, un polio 0 un pato) o un pez, y un invertebrado no mamifero.

El término "composicidén faimacéutica™ significa una composicion adecuada
para uso farmacéutico en un sujeto, incluyendo un animal o humano. Una composicién
farmacéutica generalmente comprende una cantidad efectiva de un agente activo y un
vehlculo, incluyendo, por ejemplo, un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El término "cantidad efactiva®" significa una dosis o cantidad adecuada para
producir un resultado deseado. El resultado deseado puede comprender una mejoria
objetiva o subjetiva en el recipiente de la dosis o cantidad.

Un "tratamiento profilactico” es un tratamiento administrado a un sujeto el
cual no exhibe signos o sintomas de una enfermedad, patologia, o trastomo médico, o
exhibe solamente signos o sintomas tempranos de una enfermedad, patologla, o
trastorno, de tal manera que el tratamiento se administra para el proposito de disminuir,
prevenir, 0 disminuir el riesgo de desarrollar la enfermedad, patologia, o trastomo médico.
Un tratamiento profilactico funciona como un tratamiento preventivo en contra de una
enfermedad o trastomo. Una "actividad profilactica” es una actividad de un agente, tal
como un acido nucleico, vector, gen, polipéptido, protelna, sustancia, o composicion de la
misma, cuando se administra un sujeto el cual no exhibe signos o sintomas de patologia,
enfermedad o trastorno, o el cual exhibe solamente signos o sintomas tempranos de
patologia, enfermedad, o trastomo, disminuye, previene, o disminuye el riesgo del sujeto

de desarrollar una patologia, enfermedad, o trastomo. Un agente o compuesto
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"profilacticamente Util” (por ejemplo, acido nucleico o polipéptido) se refiere a un agente o

compuesto que es util para disminuir, prevenir, tratar, o disminuir el desarmolio de la
patologia, enfermedad o trastomo.
| Un "tratamiento terapéutico” es un tratamiento administrado a un sujeto el
cual exhibe sintomas o signos de patologla, enfermedad, o trastomo, en el cual el
tratamiento se administra al sujeto para el propésito de disminuir o eliminar aquellos
signos o sintomas de patologla, enfermedad, o trastomo. Una "actividad terapéutica™ es
una actividad de un agente, tal como un acido nucleico, vector, gen, polipéptido, proteina,
sustancia, 0 composicion de la misma, que elimina o disminuye los signos o sintomas de
patologia, enfermedad o trastomo, cuando se administra a un sujeto que padece de
dichos signos o sintomas. Un agente o compuesto "terapéuticamente Util" (por ejemplo,
acido nucleico o polipéptido) indica que un agente 0 compuesto es dtil en la disminucién,
tratamiento, o eliminacién de dichos signos o sintomas de una patologla, enfermedad o
trastorno.
El término "gen” se refiere ampliamente a cualquier segmento de ADN
asociado con una funcién bioldgica. Los genes incluyen secuencias codificantes y/o
secuencias reguladoras requeridas para su expresion. Los genes también incluyen
segmentos no expresados de Aacido nucleico tipo ADN que, por ejemplo, forman
secuencias para reconocimiento de otras proteinas (por ejemplo, promotor, potenciador, u
otras regiones reguladoras). Los genes se pueden obtener a partir de una variedad de
fuentes, incluyendo clonacién a partir de una fuente de interés o sintetizandolos a partir
de informacion conocida o infomacién de secuencia pronosticada, y pueden incluir

secuencias disefladas para que tengan parametros deseados.
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Generalmente, la nomenclatura utilizada a continuacibn y los

procedimientos de laboratorio en cultivo celular, genética molecular, biclogia molecular,
quimica de acidos nucleicos, y quimica de proteinas descritos a continuacién son
aquellos bien conocidos y comanmente empleados por aquellos expertos en la técnica.
Las técnicas estandares, tales como aquellas que se describen en Sambrook et al.,
Molecular Cloning - A Laboratory Manual (2a Edicion), volimenes 1-3, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, 1989 (en adelante "Sambrook”) y
Current Protocols in Molecular Biology, F. M. Ausubel et al., eds., Current Protocols, una
empresa conjunta entre Greene Publishing Associates, Inc. y John Wiley & Sons, (nc.
(1994, suplementado hasta 1999) (en adelante "Ausubel”), se utilizan para los métodos
de acidos nucleicos recombinantes, sintesis de acidos nucleicos, métodos de cultivo de
células, e incorporacion del transgén, por ejemplo, electroporacion, inyeccién, pistola de
genes, impresién a través de la piel, y lipofeccion. Generalmente, los pasos de sintesis y
purificacién de oligonucleétidos se llevan a cabo de conformidad con las especificaciones.
Generalmente las técnicas y procedimientos se llevan a cabo de conformidad con
métodos convencionales en la técnica y con diversas referencias generales las cuales se
proveen a lo largo de este documento. Se cree que los procedimientos en la presente
invencién se conocen bien por aquellos expertos en la técnica y se proveen para la
conveniencia del lector.

Como se utiliza en la presente invencion, un "anticuerpo” se refiere a una
proteina que comprende uno o mas polipéptidos sustancialmente o parciaimente
codificados por genes de inmunoglobulina o fragmentos de genes de inmunoglobulina. El

término anticuerpo se utiliza para que signifique anticuerpos completos y fragmentos de
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unién de los mismos. Los genes reconocidos de inmunoglobulinas incluyen los genes de

las regiones constantes kappa, lambda; alfa, gamma, delta, epsilon y mu, asl como una
miriada de genes de la region variable de la inmunoglobulina. Las cadenas ligeras se
clasifican ya sea como kappa o lambda. Las cadenas pesadas se clasifican como
gamma, mu, alfa, delta, o epsilon, las cuales a su vez definen las clases de
fnmunoglobulinas, 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente. Una unidad estructural de
inmunoglobulina tipica (por ejemplo, anticuerpo) comprende un tetramero. Cada
tetramero estd compuesto de dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas, cada par
teniendo una cadena "ligera" (aproximadamente 25 KDa) y una cadena "pesada”
(aproximadamente 50-70 KDa). El N terminal de cada cadena define una regién variable
de aproximadamente 100 a 110 o mas aminoacidos principalmente responsables del
reconocimiento del antigeno. Los términos cadena ligera variable (VL) y cadena pesada
variable (VH) se refieren a estas cadenas ligeras y pesadas, respectivamente.

Los anticuerpos también incluyen anticuerpos monoclonales compuestote
de un solo brazo, anticuerpos de cadena sencilla, incluyendo anticuerpos Fv (sFv) de
cadena sencilla en los cuales una cadena pesada variable y una cadena ligera variable
estdn unidas (directamente o a través de un péptido enlazador) para formar un
polipéptido continuo, asl como diacuerpos, tricuerpos, y tetracuerpos (Pack et al. (1995) J
Mol Biol 246: 28; Biotechnol 11: 1271; y Biochemistry 31: 1579). Los anticuerpos son, por
ejemplo, policlonales, monoclonales, quiméricos, humanizados, de cadena sencilla,
fragmentos Fab, fragmentos producidos por una librerfa de expresién Fab, o los similares.

El término "epitope" significa un determinante protéico capaz de unirse

especificamente a un anticuerpo. Los epitopes usualmente consisten de agrupamientos
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de moléculas de superficies quimicamente activas tales como aminoacidos o cadenas
laterales de azicar y usuaimente tienen caracteristicas tridimensionales estructurales
especificas, asi como caracteristicas especificas de cadena. Los epltopes
conformacionales y no conformacionales se distinguen en tanto que la union del primero
pero no del segundo se pierde en la presencia de solventes desnaturalizantes.

Un “fragmento de unién al antigeno” de un anticuerpo es un fragmento
peptidico o polipeptidico del anticuerpo que se une a un antigeno. Un sitio de union al
antigeno se forma por aquellos aminoacidos del anticuerpo que contribuyen a, participan
en, o afectan la unién del antigeno. Véase Scott, T. A. y Mercer, E. I, Concise
Encyclopedia: Biochemistry and Molecular Biology (de Gruyter, 3a edicidon 1997}, y
Watson, J. D. et al., Recombinant ADN (2a edicion 1992) (en adelante "Watson,
Recombinant ADN"), cada uno de los cuales se incorpora en la presente invenciéon como
referencia en su totalidad para todos los propésitos.

El término "seleccién” describe, en general, un procedimiento que identifica
las moléculas Optimas de la presente invencion, tales como, por ejemplo, polipéptidos de
la invencion, y polipéptidos de fusién relacionados incluyendo los mismos, y acidos
nucleicos que codifican todas esas moléculas. Se pueden utilizar varias propiedades de
estas moléculas respectivas en la clasificaciéon y seleccién, por ejemplo: una capacidad
de una molécula respectiva para unirse a un ligando o a un receptor, para inhibir la
proliferacién celular, para inhibir la replicacion viral en células infectadas por virus, para
inducir o inhibir la produccion celular de citocina, para alterar una respuesta inmune, por
ejemplo, inducir o inhibir una respuesta inmune deseada, en un sistema de prueba o en

una aplicacién in vitro, ex vivo o in vivo. En el caso de los antigenos, se pueden utilizar
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varias propiedades del antigeno en la seleccién y seleccién incluyendo expresiéon del
antigeno, plegamiento, estabilidad, inmunogenicidad y presencia de epitopes a partir de
varios antigenos relacionados.

La "seleccion” es una forma de seleccidn en la cual la identificacion y
separacion fisica se logran simultineamente mediante, por ejemplo, expresién de un
marcador de seleccion, el cual, en algunas circunstancias genéticas, permite que las
células expresen el marcador para sobrevivir mientras que otras células mueren (o
viceversa). Los marcadores de seleccién incluyen, por ejemplo, luciferasa, beta-
galactosidasa y proteina fluorescente verde, y o los similares. Los marcadores de
seleccion incluyen genes resistentes a farmacos y a toxinas, y o los similaras. Otro modo
de seleccion incluye la clasificacidn fisica basada en un evento detectable, tal como la
unioén de un ligando a un receptor, reaccion de un sustrato con una enzima, o cualquier
otro procedimiento fisico el cual pueda generar una sefial detectable ya sea directamente
(por ejemplo, mediante la utilizacion de un sustrato o ligando cromogénico) o
indirectamente (por ejemplo, mediante la reaccibn con un anticuerpo secundario
cromogénico). La seleccidn mediante clasificacion fisica se puede lograr mediante una
variedad de métodos, tal como mediante FACS en formatos de célula completa o
formatos de microgota.

Un &cido nucleico "exdgeno®, "segmento de ADN exdgeno”, “secuencia
heterdloga”™, o "acido nucleico heterdlogo®, como se utiliza en la presente invencion, es
uno que se origina a partir de una fuente externa a la célula hospedera particular, o, si es
a partir de la misma fuente, estad modificada a partir de su forma original. Por lo tanto, un

gen heterdlogo en una célula hospedera incluye un gen que es endégeno a la céiula
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hospedera particular, pero que ha sido modificado. La modificacién de una secuencia

heterdloga en las aplicaciones descritas en la presente invencion tipicamente se
presentan a través del uso de recombinacién de secuencia recursiva. Los términos se
refieren a un segmento de ADN el cual es extemo o heterSlogo a la célula, u homélogo a
la célula pero en una posicidn dentro del 4cido nucleico de la célula hospedera en la cual
el elemento no se encuentra de manera ordinaria. Los segmentos de ADN exdgeno se
expresan para producir polipéptidos exégenos.

El término "acido nucleico” se refiere a deoxirribonucledtidos o
ribonucledtidos y polimeros de los mismos en cualquier forma de cadena sencilla o de
cadena doble. A menos que se limite especificamente, el término comprende Acidos
nucleicos que contienen analogos conocidos de nucledtidos naturales los cuales tienen
similares propiedades de unién que el acido nucleico de referencia y se metabolizan de
manera similar a la de los nucleétidos que se presentan de manera natural. A menos que
se indique de otra manera, una secuencia particular de acido nucleico también
comprende de manera implicita variantes conservativamente modificadas de los mismos
(por ejemplo, sustituciones de codén degenerado) y secuencias complementarias, asi
como la secuencia explicitamente indicada. Especificamente, las sustituciones de coddn
degenerado se pueden lograr mediante la generacion de secuencias en las cuales la
tercera posicion de uno o més codones seleccionados (o todos) esta sustituida con bases
mezcladas y/o residuos de deoxiinosina (Batzer et al. (1991) Nucleic Acid Res 19: 5081;
Ohtsuka et al. (1985) J Biol Chem 260: 2605-2608; Cassol et al. (1992), Rossolini et al.
(1994) Mol Cell Probes 8: 91-98). El término &cido nucleico se utiliza de manera

intercambiable con gen, ADNc, y ARNm codificado por un gen.
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E! "acido nucleico derivado a partir de un gen” se refiere a un acido nucleico

para cuya sintesis el gen, 0 una subsecuencia del mismo, ha servido finalmente como un
molde. Por lo tanto, un ARNm, un ADNc retrotranscrito a partir de un ARNm, un ARN
transcrito a partir de ese ADNc, un ADN amplificado a partir del ADNc, un ARN transcrito
a partir del ADN amplificado, etc., son todos derivados a partir del gen y la deteccion de
dichos productos derivados es indicativa de la presencia y/o abundancia del gen original
y/o transcripcidn del gen en una muestra,

Un acido nucleico esta “"operativamente asociado™ cuando se coloca dentro
de una relacion funcional con otra secuancia de écido nucleico. Por ejempio, un promotor
o potenciador esta operativamente asociado a una secuencia codificante si incrementa la
transcripcion de la secuencia codificante. Operativamente asociado significa que las
secuencias de ADN que estan asociadas tipicamente son contiguas y, cuando es
necesario unen dos regiones codificantes de la proteina, contiguas y en marco de lectura.
Sin embargo, puesto que los potenciadores generalimente funcionan cuando se separan a
partir del promotor en varias kilobases y las secuencias intronicas pueden ser de
longitudes variables, algunos slementos polinucleotidicos pueden estar operativamente
asociados pero no ser contiguos.

El término “citocina” incluye, por ejemplo, interleucinas, interferones,
quimocineas, factores de crecimiento hematopoiéticos, factores de necrosis tumoral y
factores de crecimiento transformante. En general éstas son proteinas de bajo peso
molecular que regulan la maduracién, activacién, proliferacion, y diferenciacion de células

del sistema inmune.

4\‘7\
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En la presente descripcion y reivindicaciones, cualquier referencia a "un"
componente, por ejemplo en el contexto de una porcién no polipeptidica, un residuo de
aminoacidos, una sustitucién, un regulador de pH, un catién, etc., se pretende que se
refiere a uno o mas de dichos componentes, a menos que se establezca de otra manera
0 a menos que sea evidente a partir del contexto particular que no es el caso. Por
ejemplo, la expresién "un componente seleccionado a partir del grupo que consiste de A,
B y C" se pretende que incluya todas las combinaciones de A, B y C, por ejemplo, A, B,
C, A+B, A+C, B+C o0 A+B+C.

Se definen varios términos adicionales o se caracterizan de otra manera en

la presente invencion.

Moléculas y métodos de la invencién

Las moléculas de la invencidn (por ejemplo, polipéptidos de la invencion,
conjugados de la invencion, y acidos nucleicos que codifican dichos polipéptidos) son
utiles para el tratamiento de enfermedades y trastomos los cuales responden al
tratamiento mediante interferdn-alfa, particularmente enfermedades asociadas con la
infeccion viral, tal como, por ejemplo, infeccién por HCV.

Los pacientes con infeccién crénica por HCV tienen cargas virales
tipicamente en el intervalo de 10°-107 copias de ARN de HCV/ml de suero antes del
tratamiento. Después del tratamiento con IFN-alfa, la carga viral en estos pacientes
caracteristicamente lleva cabo dos fases log-lineales distintas de declinacioén (figura 1B;
Neumann A.U., et al. (1998) Science 282: 103-107). La calda inicial rapida en la carga

viral que se presenta dentro de los primeros dos dias de terapia con IFN-alfa se cree que
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se debe a la reduccién mediana por el interfer6n-alfa en la produccién del virus en las

células hepéticas infectadas y la proteccién concomitante de las células sin afeccién en
contra de la infeccidbn. La velocidad de produccién viral alcanza un nuevo estado
estacionario aproximadamente a los dos dlas, tiempo en el cual se observa una segunda
fase log-lineal menos rapida phase de eliminacion viral. Generalmente se cree que esta
segunda fase de eliminacién viral se debe en parte a la eliminacién de células hepaticas
infectadas mediana por célula-T (Neumann, et al., anteriormente mencionado). Se cree
que IFN-alfa desempefia un papel importante en esta respuesta biolégica a través de la
estimulaciéon de células T especificas al antigeno para diferenciarse hacia células Th1.
Ademas, se cree que el modo de accién de Ribavirin se debe al aumento de |a respuesta
Th1, y se piensa que son las bases mecanicas de su eficiencia en la terapia de
combinaciéon con IFN-alfa. Los pacientes infectados con HCV que no responden a las
terapias con interferdn-aifa actualmente se encuentran en uso (generaimente
denominados "que no responden™) exhiben perfiles mucho mas bajos de eliminacion de
carga viral (figura 1A).

Aunque no se pretende que la presente invencion se limite a una teorfa
particular del mecanismo subyacente, se propone que la actividad antiviral en sistemas
de ensayo sustituto (tales como aquellos descritos con mayor detalle en la presente
invencién) pueden ser predictivos de la eficiencia del interferon-alfa, en por ejemplo la
primera fase de la eliminacién viral. Los ensayos antivirales ejemplares, descritos en la
seccion de ejemplos, monitorean la efectividad del IFN-alfa en la proteccion en contra del
efecto citopatico del virus de la encefalomiocarditis (EMCV) en células derivadas de

higado de humano HuH7 como un sistema sustituto para efectividad en contra de HCV en
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células hepéaticas de humano. Otros sistemas de ensayo de virus/célula Gtiles incluyen

EMCV en células derivadas del amnios de humano WISH, EMCV en células de
carcinoma cervical de humano Hela, virus de la estomatitis vesicular (VSV) en células
HuH?7, virus de vaccinia (VV) en células HeLa, virus de la fiebre amarilla (YFV) en células
de hepatocarcinoma de humano HepG2, asi como virus de inmunodeficiencia de humano
(VIH) en células T CD4+ primarias. El ejemplo 2 muestra actividades antivirales de
polipéptidos representativos de la invencidbn en los ensayos de actividad antiviral
EMCV/HuH7 y EMCV/Hela.

Otros sistemas de ensayo sustituto Utiles para monitorear la efectividad en
contra de HCV en hepatocitos infectados incluyen sistemas de replicon HCV, como se
describe, por ejemplo, por Lohmann V., et al., (1999) Science 285 (5424): 285-293; G. y
Rice C. M. (2001) Curr Opin Infect Dis 14 (6): 743-7477; Bartenschlager, R. (2002) Nature
Reviews/Drug Discovery 1: 911. Un ejemplo de un sistema Util de hospedero in vivo para
el monitoreo de eficiencia antiviral contra HCV es un ratdn SCID quimérico higado de
humaﬁo, como se describe por Mercer, et al. (2001) Nature Medicine 7(8): 827-933.

Se propone adicionalmente, sin limitarse por la teoria, que la mejoria de la
diferenciacion por Ty1 y/o supresién de la diferenciacion por Ty2 mediante IFN-alfa puede
ser un factor que contribuya a la eficiencia del interferon-alfa, por ejemplo, en la segunda
fase de eliminacion viral. De conformidad con esta teoria, se podria pronosticar que los
IFN-alfa evolucionaron con potencia incrementada en estas actividades biolégicas (por
ejemplo, mejoria de la diferenciacion por T41 y/o supresion de la diferenciacién por Tx2)
tienen eficiencia incrementada en relacién con, por ejemplo, las moléculas terapéuticas

actuaimente aprobadas de interferdn-alfa administradas a la misma dosis. Un ensayo
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ejemplar, descrito en la seccion de ejemplos en la presente invencion, monitorea la

mejorfa de la diferenciacién por Ty1 y/o la supresion de la diferenciacién por T2 IFN-alfa
sobre las células T4O sin afeccién, mediante la medicién de la produccién de citocinas
asociadas con el fenotipo Ty1 (por ejemplo, IFN-gamma) y/o el fenotipo T2 {por ejemplo,
IL-5, IL4) via ELISA o via tincién intracelular y seleccién por FACS. El ejemplo 3 muestra
las actividades de diferenciacion por Ty1 de polipéptidos representativos de la invencién.
La eficiencia terapéutica de las moléculas de IFN-alfa tiende a estar
disminuida en parte debido a las toxicidades limitantes de la dosis, por ejemplo
trombocitopenia y neutropenia. Aunque la presente invencién no se pretende que se
limite por una teoria particular particular del mecanismo subyacente, se propone que
dicha toxicidad pueda estar asociada con efectos anti-proliferativos de IFN-alfa sobre
precursores de plaquetas y neutrdfilos, y esa actividad antiproliferativa en sistemas de
ensayo suslituto (tales como aquellos descritos en la presente invencién) pueden
pronosticar la toxicidad relativa de una molécula de interferén-alfa. Por lo tanto, las
toxicidades limitantees de dosis asociadas con la terapia con IFN-alfa se pueden
disminuir en las moléculas de IFN-alfa que exhiben actividad antiproliferativa reducida en
relacion con, por ejemplo, moléculas terapéuticas actualmente aprobadas de interferdn-
alfa, tal como ROFERON®-A (interferén alfa-2a, recombinante; Hoffmann-La Roche Inc.),
INTRON® A (interferdn alfa-2b, recombinante; Schering Corporation), y INFERGEN®
(interferdn alfacon-1; InterMune, Inc.). Un ensayo ejemplar de la actividad antiproliferativa,
descrito en la seccién de ejemplos de la presente invencion, monitorea el efecto de IFN-
alfa sobre la proliferacion de células linfoides de humano Daudi. Alternativamente, o en

adicidn, las toxicidades limitantes de dosis se pueden reducir como un resultado de la
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administracion de moléculas mas terapéuticamente activas, las cuales podrian permitir la

dosificacidbn en concentraciones menores o a una menor frecuencia que las moléculas
actualmente aprobadas. El ejemplo 4 muestra que las actividades antiproliferativas Daudi
de polipéptidos representativos de la invencién.

Es un objetivo de la invencidn provee polipéptido de interfern-alfa
novedosos, y acidos nucleicos que codifican los polipéptidos. Los polipéptidos de la
invencidbn son utiles para el tratamiento de enfermedades y trastornos los cuales
responden al tratamiento mediante interferén-alfa, particularmente enfermedades
asociadas con [a infeccién viral, tales como, por ejemplo, infecciébn por HCV. Algunos
polipéptidos de la invencidn exhiben una actividad de interferdn-alfa, tal como, por
ejemplo, actividad antiviral, actividad antiproliferativa, y/o actividad diferenciacién por Ty1.
Algunos polipéptidos de la invencion exhiben una o mas de las siguientes propiedades:
actividad antiviral incrementada o disminuida en comparacioén con un polipéptido IFN-alfa
de referencia; actividad de diferenciacidn por Ty1 incrementada o disminuida en
comparacién con un polipéptido IFN-alfa de referencia; actividad antiproliferativa
incrementada o disminuida en comparacién con un polipéptido IFN-alfa de referencia. El
polipéptido |IFN-alfa de referencia puede comprender una secuencia de un interferén-alfa
que no se presenta de manera natural, tal como IFN-alfa Con 1 (SEQ ID NO: 58), o
puede comprender una secuencia de un polipéptido de interferén-alfa que se presenta de
manera natural (por sjemplo, de tipo silvestre). Los ejemplos de secuencias de
polipéptidos de interferon-alfa que se presentan de manera natural incluyen secuencias
de polipéptido IFN-alfa de humano, tales como, por ejemplo, hulFN-alfa 2b (SEQ ID NO:
48), hulFN-alfa 2a (SEQ ID NO: 47), hulFN-alfa 2c (SEQ ID NO: 46 con la posicion 34 =
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Arg), hulFN-alfa 8b (SEQ ID NO: 52), hulFN-alfa 8a (SEQ ID NO: 52 con las posiciones

98 = Val, 99 = Leu, 100 = Cys, y 101 = Asp), hulFN-alfa 8¢ (SEQ ID NO: 52 con la
posicion 161 = Asp y los aminoacidos en las posiciones 162-166 deletados), hulFN-alfa
14a (SEQ ID NO: 54), hulFN-alfa 14c (SEQ ID NO: 54 con la posicién 152 = Leu), o una
secuencia de cualquier otro polipéptido de interferén alfa de humano que se presenta de
manera natural, tales como aquellos listados en Allen G. y Diaz M.O. (1996),
anteriormente mencionado.

En otro aspecto, la invencion provee polipéptidos de interferén-alfa los
cuales exhiben eficiencia mejorada en la eliminacién de un virus a partir de las células
infectadas por virus, en comparacién con una molécula de interferén-alfa de referencia,
tal como una actualmente empleada como un terapéutico (tal como, por ejemplo,
ROFERON-A, INTRON A, o INFERGEN). Los virus ejemplares incluyen, pero no se
limitan a, virus de la familia Flaviviridae, tales como, por ejemplo, virus de la hepatitis C,
virus de la fiebre amarilla, virus oriental del Nilo, virus de la encefalitis japonesa, virus del
dengue, y virus de la diarrea viral de bovino; virus de la familia HepaADNviridae, tales
como, por ejemplo, virus de |a hepatitis B; virus de la familia Picomaviridae, tales como,
por ejemplo, virus de la encefalomiocarditis, rhinovirus de humano, y virus de la hepatitis
A; virus de la familia Retroviridae, tales como, por ejemplo, virus de inmunodeficiencia de
humano, virus de inmunodeficiencia de simio, virus linfotrépico T de humano, y virus del
sarcoma de Rous; virus de la familia Coronaviridae, tales como, por ejemplo, coronavirus
de SARS; virus de ia familia Rhabdoviridae, tal como, por ejemplo, virus de la rabia y
virus de la estomatitis vesicular, virus de la familia Paramixoviridae, tales como, por

ejemplo, virus sincitial respiratorio y virus de la Parainfluenza, virus de la familia
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Papillomaviridae, tal como, por ejemplo, papilomavirus de humano, y virus de la familia

Herpesviridae, tales como, por ejemplo, virus del Herpes Simplex. Dicha eficiencia
mejorada se puede generar a partir de actividad antiviral mejorada, actividad mejorada de
diferenciacion por Ty1, 0 ambas, en relacién con la molécula de referencia. Por ejemplo,
algunos polipéptidos de interferbn-alfa de la invencién se pueden utilizar particularmente
en la eliminaciéon de virus o de cepas virales que muestran una escasa respuesta al
tratamiento con las moléculas de interferon-alfa actualmente en uso, tal como, por
ejemplo, el genotipo 1 de HCV.

Algunos polipéptidos de la invencién exhiben una relacién incrementada de
(actividad antiviral/actividad antiproliferativa) en comparacién con la molécula de IFN-alfa
de referencia, y/o una relacion incrementada de (actividad diferenciacién por
Ty1/actividad antiproliferativa) en comparacién con la molécula de |IFN-alfa de referencia.
Los polipéptidos que exhiben dichas propiedades pueden ser particularmente efectivos en
el tratamiento de infecciones virales, tales como, por ejemplo, infeccién por un virus
anteriormente listado. Algunos de dichos polipéptidos pueden proveer, por ejemplo,
eficiencia terapéutica mejorada en comparacibn con las moléculas de interferbn-alfa
actualmente aprobadas en el tratamiento de HCV, en una o ambas fases del perfil
bifasico de eliminacion viral, y/o pueden exhibir toxicidad reducida. Algunos de dichos
polipéptidos pueden proveer eficiencia terapéutica mejorada en comparacion con las
moléculas de interferdn-alfa actualmente aprobadas en el tratamiento del genotipo 1
HCV.

Es otro objetivo de la invencién proveer conjugados, dichos conjugados

comprenden una. 0 mas porciones no polipeptidicas asociadas con un polipéptido de la
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invencién, dicho conjugado exhibe una actividad de interferébn-alfa (tal como uno o0 mas

de las actividades anteriormente mencionadas), y el cual exhibe opcionalmente otras
propiedades deseables, tales como vida media incrementada en suero y/o vida media
funcional in vivo, y/o antigenicidad disminuida, en comparacion con el polipéptido no
conjugado. Algunos de dichos conjugados pueden exhibir una eficiencia mejorada en la
eliminacion de un virus a partir de las células infectadas con el virus, en comparacion con
la molécula de interferon-alfa de referencia, tal como un conjugado de interferén-alfa
actualmente empleado como un terapéutico (tal como, por ejemplo, PEGASYS®
(Peginterferdn alfa-2a; Hoffmann-La Roche, Inc.) o PEG-INTRON® (peginterferdn alfa-2b;
Schering Corporation). Los virus ejemplares incluyen, pero no se limitan a, virus de la
familia Flaviviridae, tales como, por ejemplo, virus de 1a hepatitis C, virus de la fiebre
amarilla, virus oriental del Nilo, virus de la encefalitis japonesa, virus del dengue, y virus
de la diamrea viral de bovino; virus de la familia HepaADNviridae, tal como, por ejemplo,
virus de la hepatitis B; virus de la familia Picomaviridae, tal como, por ejemplo, virus de la
encefalomiocarditis, rhinovirus de humano, y virus de la hepatitis A; virus de la familia
Retroviridae, tales como, por ejemplo, virus de inmunodeficiencia de humano, virus de
inmunodeficiencia de simio, virus linfotrdpico T de humano, y virus del sarcoma de Rous;
virus de la familia Coronaviridae, tales como, por ejemplo, coronavirus del SARS; virus de
la familia Rhabdoviridae, tales como, por ejemplo, virus de la rabia y virus de la
estomatitis vesicular, virus de la familia Paramixoviridae, tales como, por ejemplo, virus
sincitial respiratorio y virus de la Parainfluenza, virus de la familia Papillomaviridae, tales
como, por ejemplo, papilomavirus de humano, y virus de la familia Herpesviridae, tales

como, por ejemplo, virus del Herpes Simplex. Dicha eficiencia mejorada se puede generar
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a partir de la actividad antiviral mejorada, actividad de diferenciacién por TH1 mejorada, o

ambas, en relacién con la molécula de referencia. Por ejemplo, algunos conjugados de
interferén-alfa de la invencidon pueden ser particularmente utiles en la eliminacion de virus
o de cepas virales que muestran una baja respuesta al tratamiento con moléculas del
interferdn-alfa actuaimente en uso, tal como, por ejemplo, genotipo 1 de HCV.

Algunos conjugados de la invencion exhiben una relacion incrementada de
(actividad antiviral/actividad antiproliferativa) en comparacién con la molécula de IFN-alfa
de referencia, y/o una relacién incrementada de (actividad de diferenciacién Tu1/actividad
antiproliferativa) en comparacién con la molécula de IFN-alfa de referencia. Los
conjugados que exhiben dichas propiedades pueden ser particularmente efectivos en el
tratamiento de las infecciones virales, tales como infecciones por un virus anteriormente
listado, tal como, por ejemplo, HCV. Algunos de dichos conjugados pueden proveer, por
ejemplo, eficiencia terapéutica mejorada en comparacion con las moléculas de interferon-
alfa actualmente aprobadas en el tratamiento de HCV, en una o ambas fases del perfil
bifasico de eliminacién viral, y/o pueden exhibir una toxicidad reducida. Algunos de dichos
conjugados pueden proveer eficiencia terapéutica mejorada en comparacién con las
moléculas de interferdn-alfa actualmente aprobadas en el tratamiento del genotipo 1
HCV.

Es otro objetivo de la invencién el proveer un método para la inhibicién de la
replicacion viral en células infectadas por virus, el método comprenden administrar a las
células infectadas por el virus un polipéptido o conjugado de la invencion en una cantidad
efectiva para inhibir la replicacién viral en dichas células. La invencion también provee un

método para la reduccién del nimero de copias de un virus en células infectadas por el
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virus, que comprende administrar a las células infectadas por el virus un polipéptido o

conjugado de la invencion en una cantidad efectiva para reducir el nimero de copias del
virus en dichas células. El virus puede ser un virus de la familia Flaviviridae, tales como,
por ejemplo, virus de la hepatitis C, virus de la fiebre amarilla, virus oriental del Nilo, virus
de la encefalitis japonesa, virus del dengue, o virus de la diarrea viral de bovino; un virus
de la familia HepaADNviridae, tales como, por ejemplo, virus de la hepatitis B; un virus de
la familia Picomaviridae, tales como, por ejemplo, virus de la encefalomiocarditis,
rhinovirus de humano, o virus de la hepatitis A; un virus de la familia Retroviridae, tales
como, por ejemplo, virus de inmunodeficiencia de humano, virus de inmunodeficiencia de
simio, virus linfotrdpico T de humano, o virus del sarcoma de Rous; un virus de la familia
Coronaviridae, tales como, por ejemplo, coronavirus del SARS; un virus de la familia
Rhabdoviridae, tales como, por ejemplo, virus de la rabia o virus de la estomatitis
vesicular; un virus de la familia Paramyxoviridae, tales como, por ejemplo, virus sincitial
respiratorio 0 virus de la Parainfluenza; un virus de la familia Papillomaviridae, tales
como, por ejemplo, papilomavirus de humano; o un virus de la familia Herpesviridae, tales
como, por ejemplo, virus del Herpes Simplex. El virus puede ser por ejemplo un virus de
ARN, tal como HCV, un virus de ADN, tal como HBV, o un retrovirus, tal como HIV. Las
células pueden estar en cultivo o se pueden aislar de otra manera a partir de un mamifero
(por ejemplo, in vitro 0 ex vivo), o puede estar in vivo, por ejemplo, en un mamifero (por
ejemplo tal como un modelo de ratdén SCID como se describe por Mercer, et al. (2001)
Nature Medicine. 7 (8): en un primate, o en el hombre.

La invencién también provee un método para la mejoria de la diferenciacion

por Ty1 de células Tx0, que comprende la administracion a una poblacién que comprende
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células T0 de un polipéptido o conjugado de la invencion en una cantidad efectiva para

incrementar la produccion de una citocina asociada con el fenotipo de Ty1 (por ejemplo,
IFN-gamma) y/o disminucion de la produccién de una citocina asociada con el fenatipo de
Th2 (por ejemplo, IL-4 o IL-5) en dicha poblacién. La poblacion puede estar en cultivo o
de otra manera se puede aislar a partir de un mamifero (por ejemplo, in vitro 0 ex vivo), o
puede estar in vivo, por ejemplo, en un mamifero, en un primate, o en el hombre.

La invencién también provee un método para la inhibicién de la proliferacién
de una poblacion celular, que comprende poner en contacto la poblacién celular con un
polipéptido, variante, o conjugado de la invencién en una cantidad efectiva para disminuir
la proliferacion de la poblacién celular. La poblacion celular puede estar en cultivo o se
puede aislar de otra manera a partir de un mamlfero (por ejemplo, in vitro o ex vivo), o
puede estar in vivo, por ejemplo, en un mamifero, un primate, o el hombre.

Estos y otros objetivos de la invencién se discuten con mayor detalle a

continuacion.

Polipéptidos de la invencion

La invencibn provee polipéptidos novedosos de interferon-alfa,
colectivamente referidos en la presente invencion como "polipéptidos de la invencién”. El
término "polipéptido(s) de la invencién" se pretende que a lo largo de la descripcidn
incluya variantes de las secuencias polipeptidicas descritas en la presente invencion.
También se incluyen en esta invencion protelnas de fusién que comprenden polipeptidos

de la invencion, y conjugados que comprenden polipéptidos de la invencion.
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Fragmentos de diversas secuencias que codifican interferon-sifa se

recombinaron de manera recursiva para formar librerlas que comprenden paolinucleétidos
recombinantes, a partir de las cuales se derivan los polipéptidos de la invencién. Los
meétodos para la obtencion de librerlas de polinucledtidos recombinantes y/o para la
obtencién de diversidad en los &cidos nucleicos utilizados como los sustratos para la
recombinacién de secuencia recursiva también se describen a continuacion.

Los polipéptidos ejemplares de la invencién incluyen polipéptidos que
comprenden secuencias identificadas en la presente invencion como SEQ ID NOs: 2-35 y
SEQ {D NOs: 37-44 (por ejemplo, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10,
SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ
ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID
NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO:
26, SEQ 1D NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31,
SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ iD NO: 37, SEQ
ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID
NO: 43, y SEQ ID NO: 44). Algunos de dichos polipéptidos comprenden adicionalmente
uno o mas aminoacidos adicionales, tal como, por ejemplo, una metionina afiadida al
extremo N terminal. La invencién también provee proteinas de fusién y conjugados que
comprenden estos polipéptidos, y acidos nucleicos aislados o recombinantes que
codifican estos polipéptidos.

La invencién también provee polipéptidos aislados o recombinantes cada

uno de los cuales comprende una secuencia que (a) difiere en 1 a 16 posiciones de

90\
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aminoacidos a partir de SEQ ID NO: 1 y (b) comprende una o mas sustituciones a SEQ

ID NO: 1 seleccionada a partir del grupo que consiste de F48A/L; V51P; F55A; F65A;
F68P; L111A; y V114P. Algunos de dichos polipéptidos comprenden una secuencia la
cual difiere de SEQID NO:1en 1, 2,3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, o 16
posiciones de aminoacidos, por ejemplo, en 1-15 posiciones de aminoécidos, en 1-14
posiciones de aminoacidos, en 1-13 posiciones de aminoacidos, en 1-12 posiciones de
aminoécidos, en 1-11 posiciones de aminoacidos, en 1-10 posiciones de aminoacidos, en
1-9 posiciones de aminoacidos, en 1- 8 posiciones de aminoacidos, en 1-7 posiciones de
aminoacidos, en 1-8 posiciones de aminoacidos, en 1-5 posiciones de aminoacidos, en 1-
4 posiciones de aminoécidos, en 1-3 posiciones de aminoécidos, o en 1-2 posiciones de
aminoacidos. En algunos casos, el polipéptido comprende adicionalmente una o mas
sustituciones en relacidén con la SEQ ID NO: 1 seleccionada a partir del grupo que
consiste de H47Q; V51A; Q52P/E; A53T; F558; L56V; F57L; Y58H; M61l; N113K; V114E;
y E160D. En algunos casos, el polipéptido exhibe una actividad de interferon-alfa (por
ejemplo, actividad antiviral, actividad de diferenciacion por Tux1, ylo actividad
antiproliferativa). Algunos de dichos polipéptidos comprenden adicionalmente uno o mas
aminodcidos adicionales, tal como una metionina afladida al extremo N terminal. La
invencion también provee proteinas de fusién y conjugados que comprenden estos
polipéptidos, y acidos nucleicos aislados o recombinantes que codifican estos
polipéptidos.

La invencién también provee polipéptidos aislados o recombinantes cada
uno de los cuales comprende una secuencia que (a) difiere en 1 a 16 posiciones de

aminoécidos a partir de SEQ ID NO: 1 y (b) comprende la sustitucion F48A/L en relacién
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con SEQ ID NO: 1. Algunos de dichos polipéptidos comprenden una secuencia la cual

difiere de SEQIDNO:1en1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 0 16 posiciones
de aminoécidos, por ejemplo, en 1-15 posiciones de aminoacidos, en 1-14 posiciones de
aminoacidos, en 1-13 posiciones de aminoacidos, en 1-12 posiciones de aminoacidos, en
1-11 posiciones de aminoécidos, en 1-10 posiciones de aminoacidos, en 1-9 posiciones
de aminoacidos, en 1- 8 posiciones de aminoacidos, en 1-7 posiciones de aminoacidos,
en 1-6 posiciones de aminoacidos, en 1-5 posiciones de aminodacidos, en 1-4 posiciones
de aminoacidos, en 1-3 posiciones de aminoacidos, o en 1-2 posiciones de aminoacidos.
Algunos de dichos polipéptidos comprenden la sustitucién F48A relativa a SEQ ID NO: 1.
En algunos casos, el polipéptido comprende adicionalmente una o mas sustituciones
relativas a SEQ 1D NO: 1 seleccionadas a partir del grupo que consiste de H47Q; V51A/P;
Q52P/E; A53T; F55A/S; L56V; FE5A; F57L; Y58H; M611; F68P; L111A; N113K; V114E/P;
y E160D. En algunos casos, el polipéptido exhibe una actividad de interferbn-alfa (por
ejemplo, actividad antiviral, actividad de diferenciaciébn por Th1, ylo actividad
antiproliferativa). Algunos de dichos polipéptidos comprenden adicionalmente uno o mas
aminodacidos adicionales, como una metionina afiadida al extremo N terminal. La
invencién también provee proteinas de fusién y conjugados que comprenden estos
polipéptidos, y dcidos nucleicos aislados o recombinantes que codifican estos
polipéptidos.

La invencién también provee polipéptidos aislados o recombinantes cada
uno de los cuales comprende una secuencia que (a) difiere en 1 a 16 posiciones de
aminoécidos a partir de SEQ ID NO: y (b) comprende la sustitucién F55A relativa a SEQ

ID NO: 1. Algunos de dichos polipéptidos comprenden una secuencia la cual difiere de
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SEQIDNO:1en 1,2 3,4,5,86,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, o 16 posiciones de

amino4icidos, por ejemplo, en 1-15 posiciones de aminoéacidos, en 1-14 posiciones de
aminoAcidos, en 1-13 posiciones de aminoéacidos, en 1-12 posiciones de aminoacidos, en
1-11 posiciones de aminoacidos, en 1-10 posiciones de aminoacidos, en 1-9 posiciones
de aminoacidos, en 1- 8 posiciones de aminoacidos, en 1-7 posiciones de aminoacidos,
en 1-6 posiciones de aminoéacidos, en 1-5 posiciones de aminoacidos, en 1-4 posiciones
de aminoécidos, en 1-3 posiciones de aminoacidos, 0 en 1-2 posiciones de aminoacidos.
En algunos casos, el polipéptidko comprende adicionaimente una o mas sustituciones
relativas a SEQ ID NO: 1 seleccionadas a partir del grupo que consiste de H47Q; F48A/L,;
V51A/P; Q52P/E; A53T; L56V; F65A; F57L; Y58H; ME11; F68P; L111A; N113K; V114E/P,
y E160D. En algunos casos, el polipéptido exhibe una actividad de interferon-alfa (por
ejemplo, actividad antiviral, actividad de diferenciacién Ty1, y/o actividad antiproliferativa).
Algunos de dichos polipéptidos comprenden adicionalmente uno o mas aminoacidos
adicionales, como una metionina afiadida al extremo N terminal. La invencién también
proves protelnas de fusidn y conjugados que comprenden estos polipéptidos, y acidos
nucleicos aislados 0 recombinantes que codifican estos polipéptidos.

La invencion también provee polipéptidos aislados o recombinantes cada
uno de los cuales comprende una secuencia que {a) difiere en 1 a 16 posiciones de
aminoécidos a partir de SEQ ID NO: 1 y (b) comprende la sustitucion FE5A relativa a SEQ
ID NO: 1. Algunos de dichos polipéptidos comprenden una secuencia la cual difiere de
SEQIDNO:1en1,23,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, o 16 posiciones de
amin &cidos, por ejemplo, en 1-15 posiciones de aminoacidos, en 1-14 posiciones de

aminoacidos, en 1-13 posiciones de aminoacidos, en 1-12 posiciones de aminoacidos, en
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1-11 posiciones de aminoécidos, en 1-10 posiciones de aminoacidos, en 1-9 posiciones

de aminoéacidos, en 1- 8 posiciones de aminoacidos, en 1-7 posiciones de aminoéacidos,
en 1-6 posiciones de aminoacidos, en 1-5 posiciones de aminoacidos, en 1-4 posiciones
de aminoéacidos, en 1-3 posiciones de aminoacidos, 0 en 1-2 posiciones de aminoacidos.
En algunos casos, el polipéptidc comprende adicionalmente una o mas sustituciones
relativas a SEQ ID NO: 1 seleccionadas a partir del grupo que consiste de H47Q; F48A/;
V51A/P; Q52P/E; A53T; F55A/S; L56V; F57L; Y58H; M61l; F68P; L111A; N113K;
V114E/P; y E160D. En algunos casos, el polipéptido exhibe una actividad de interferén-
alfa {por ejemplo, actividad antiviral, actividad de diferenciacion por Ty1, y/o actividad
antiproliferativa). Algunos de dichos polipéptidos comprenden adicionalmente uno o mas
aminoacidos adicionales, como una metionina afiadida al extremo N terminal. La
invencion también provee protelnas de fusion y conjugados que comprenden estos
polipéptidos, y &cidos nucleicos aislados o recombinantes que codifican estos
polipéptidos.

La invencién también provee polipéptidos aislados o recombinantes cada
uno de los cuales comprende una secuencia que (a) difiere, en 1 a 16 posiciones de
aminoécidos a partir de SEQ ID NO: 1 y (b) comprende la sustitucion L111A relativa a
SEQ ID NO: 1. Algunos de dichos polipéptidos comprenden una secuencia la cual difiere
de SEQIDNO:1en1,23,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, o 16 posiciones de
aminodcidos, por ejemplo, en 1-15 posiciones de aminoacidos, en 1-14 posiciones de
aminoéacidos, en 1-13 posiciones de aminoacidos, en 1-12 posiciones de aminoacidos, en
1-11 posiciones de aminoécidos, en 1-10 posiciones de aminoacidos, en 1-9 posiciones

de aminoacidos, en 1- 8 posiciones de aminoacidos, en 1-7 posiciones de aminoacidos,
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en 1-6 posiciones de aminoacidos, en 1-5 posiciones de aminoacidos, en 14 posiciones

de aminoacidos, en 1-3 posiciones de aminoacidos, o en 1-2 posiciones de aminoacidos.
En algunos casos, el polipéptido comprende adicionalmente una o mas sustituciones
relativas a SEQ ID NO: 1 seleccionadas a partir del grupo que consiste de H47Q; F48A/L;
V51A/P; Q52P/E; ASL3T, F55A/S; L56V; FG65A; F57L; Y58H; MG61l; F68P; N113K;
V114E/P; y E160D. En algunos casos, el polipéptido exhibe una actividad de interferon-
alfa (por ejemplo, actividad antiviral, actividad de diferenciacion por Ty1, y/o actividad
antiproliferativa). Algunos de dichos polipéptidos comprenden adicionalmente uno o mas
aminodacidos adicionales, como una metionina afiadida al extremo N terminal. La
invencion también provee proteinas de fusién y conjugados que comprenden estos
polipéptidos, y 4cidos nucleicos aislados o recombinantes que codifican estos
polipéptidos.

La invencion también provee polipéptidos aislados o recombinantes cada
uno de los cuales comprende una secuencia que (a) difiere en 0 a 16 posiciones de
aminoacidos a partir de SEQ ID NO: 13 y (b) comprende uno o mas de: Ala o Leu en la
posicidn 48; Pro en la posicién 51; Ala en la posicion 55; Ala en la posicioén 65; Pro en la
posicion 68; Ala en la posicién 111; y Pro en la posicién 114 (numeracion de la posicion
en relacion con SEQ ID NO: 13). Algunos de dichos polipéptidos comprenden una
secuencia la cual difiere de SEQ ID NO: 13 en 0,1, 2, 3,4,5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, o 16 posiciones de aminoéacidos, por ejemplo, en 0-15 posiciones de aminoacidos,
en 0-14 posiciones de aminoacidos, en 0-13 posiciones de aminoacidos, en 0-12
posiciones de aminoacidos, en 0-11 posiciones de aminoécidos, en 0-10 posiciones de

amino&cidos, en 0-9 posiciones de aminodcidos, en 0-8 posiciones de aminoacidos, en 0-
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7 posiciones de aminoacidos, en 0-6 posiciones de aminoacidos, en 0-5 posiciones de

aminoécidos, en 0-4 posiciones de aminoacidos, en 0-3 posiciones de aminoacidos, en 0-
2 posiciones de aminoacidos, o en 0-1 posiciones de aminoacidos. Algunos de dichos
polipéptidos comprenden una Ala o una Leu en la posicibn 48. Algunos de dichos
polipéptidos comprenden una Ala en la posicidbn 48. En algunos casos, el polipéptido
comprende adicionalmente una 0 mas sustituciones a SEQ |ID NO: 13 seleccionadas a
partir del grupo que consiste de H47Q; V51A; Q52P/E; A53T; F55S; L56V; F57L; Y58H;
M611; N113K; V114E; y E160D. En algunos casos, el polipéptido exhibe una actividad de
interferén-alfa {por ejemplo, actividad antiviral, actividad de diferenciacidén por Th1, y/o
actividad antiproliferativa). Algunos de dichos polipéptidos comprenden adicionalmente
uno o mas aminoacidos adicionales, como una metionina afiadida al extremo N terminal.
La invencién también provee proteinas de fusién y conjugados que comprenden estos
polipéptidos, y &cidos nucleicos aislados o recombinantes que codifican estos
polipéptidos.

La invencién también provee polipéptidos aislados o recombinantes cada
uno de los cuales comprende una secuencia que (a) difiere en 1 a 16 posiciones de
aminoacidos a partir de SEQ ID NO: 36 y (b) comprende una o mas sustituciones a SEQ
ID NO: 36 seleccionadas a partir del grupo que consiste de M21A; 124P; FABA/L; T51P,
S5H5A; F65A; F68P; FS0A; MI3P; L111A; V114P; F124A; 1127P; y E160D. Aigunos de
dichos polipéptidos comprenden una secuencia la cual difiere de SEQ ID NO: 368 en 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, o 16 posiciones de aminoacidos, por ejemplo, en
1-15 posiciones de aminoé4cidos, en 1-14 posiciones de aminoacidos, en 1-13 posiciones

de aminoécidos, en 1-12 posiciones de aminoéacidos, en 1-11 posiciones de aminoacidos,
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en 1-10 posiciones de aminoacidos, en 1-9 posiciones de aminoacidos, en 1-8 posiciones

de aminodcidos, en 1-7 posiciones de aminoacidos, en 1-6 posiciones de aminoacidos,
en 1-5 posiciones de aminoacidos, en 1-4 posiciones de aminoacidos, en 1-3 posiciones
de aminoacidos, o en 1-2 posiciones de aminoacidos. En algunos casos, el polipéptido
comprende adicionaimente una o mas sustituciones relativas a SEQ ID NO: 36
seleccionadas a partir del grupo que consiste de P26L; H47Q; T51 V; S55P/F; V56L;
H58Y; L60M; FOOY; M93L; N95D; N113K; V114E; R125Q; T132K; y L154F. En algunos
casos, el polipéptido exhibe una actividad de interferdn-alfa (por ejemplo, actividad
antiviral, actividad de diferenciacion por Ty1, y/o actividad antiproliferativa). Algunos de
dichos polipéptidos comprenden adicionalmente uno ¢ mas aminoacidos adicionales, tal
como una metionina afiadida al extremo N terminal. La invenciébn también provee
protelnas de fusién y conjugados que comprenden estos polipéptidos, y acidos nucleicos
aislados o recombinantes que codifican estos polipéptidos.

La invencion también provee polipéptidos aislados o recombinantes cada
uno de los cuales comprende una secuencia que (a) difiere en 1 a 16 posiciones de
aminoacidos a partir de SEQ ID NO: 36 y (b) comprende la sustituciéon F48A/L relativas a
SEQ ID NO: 36. Algunos de dichos polipéptidos comprenden una secuencia la cual difiere
de SEQIDNO: 36en1,23,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, o 16 posiciones de
aminoécidos, por ejemplo, en 1-15 posiciones de aminoacidos, en 1-14 posiciones de
aminoacidos, en 1-13 posiciones de aminoacidos, en 1-12 posiciones de aminoacidos, en
1-11 posiciones de aminodcidos, en 1-10 posiciones de aminoacidos, en 1-8 posiciones
de aminoéacidos, en 1- 8 posiciones de aminoacidos, en 1-7 posiciones de aminoacidos,

en 1-6 posiciones de aminoacidos, en 1-5 posiciones de aminodcidos, en 1-4 posiciones
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de aminoécidos, en 1-3 posiciones de aminoacidos, 0 en 1-2 posiciones de aminoacidos.

Algunos de dichos polipéptidos comprenden la sustitucion F48A relativa a SEQ ID NO:
36. En algunos casos, el polipéptido comprende adicionalmente una o mas sustituciones
relativas a SEQ ID NO: 36 seleccionadas a partir del grupo que consiste de M21A; 124P;
P26L; H47Q; T51V/P, S55P/F/A; V56L; H58Y; L60M; F65A; F68P; FO0Y/A; MO3L/P;
NI95D; L111A; N113K; VI14E/P; F124A; R125Q; 1127P; T132K; L154F; y E160D. En
algunos casos, el polipéptido exhibe una actividad de interferon-alfa (por ejemplo,
actividad antiviral, actividad de diferenciacién por Ty1, yfo actividad antiproliferativa).
Algunos de dichos polipéptidos comprenden adicionalmente uno 0 mas aminoéacidos
adicionales, como una metionina afiadida al extremo N terminal. La invencion también
provee proteinas de fusién y conjugados que comprenden estos polipéptidos, y &cidos
nucleicos aislados o recombinantes que codifican estos polipéptidos.

La invencién también provee polipéptidos aislados o recombinantes cada
uno de los cuales comprende una secuencia que (a) difiere en 1 a 16 posiciones de
aminoacidos a partir de SEQ ID NO: 36 y (b) comprende la sustitucién FS0A relativa a
SEQ ID NO: 36. Algunos de dichos polipéptidos comprenden una secuencia la cual difiere
de SEQIDNO:36en1,2 3, 4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, o 16 posiciones de
aminoacidos, por ejemplo, en 1-15 posiciones de aminodcidos, en 1-14 posiciones de
amino4cidos, en 1-13 posiciones de aminoacidos, en 1-12 posiciones de aminoacidos, en
1-11 posiciones de aminoacidos, en 1-10 posiciones de aminoacidos, en 1-9 posiciones
de aminoacidos, en 1- 8 posiciones de aminoacidos, en 1-7 posiciones de aminoacidos,
en 1-6 posiciones de aminoacidos, en 1-5 posiciones de amincacidos, en 1-4 posiciones

de aminoéacidos, en 1-3 posiciones de aminoacidos, o en 1-2 posiciones de aminoacidos.
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En algunos casos, el polipéptido comprende adicionalmente una o mas sustituciones

relativas a SEQ ID NO: 36 seleccionadas a partir del grupo que consiste de M21A; 124P;
P26L; H47Q; F48A/L; T51VIP; S55P/F/A; V56L; H58Y; L60M; F65A; F68P; MA3L/P;
N95D; L111A; N113K; V114E/P; F124A; R125Q; 1127P; T132K; L154F; y E160D. En
algunos casos, el polipéptido exhibe una actividad de interferon-alfa (por ejemplo,
actividad antiviral, actividad de diferenciacion por Tu1, ylo actividad antiproliferativa).
Algunos de dichos polipéptidos comprenden adicionalmente uno o mas aminoacidos
adicionales, como una metionina afladida al extremo N terminal. La invenciéon también
provee proteinas de fusion y conjugados que comprenden estos polipéptidos, y acidos
nucleicos aislados o recombinantes que codifican estos polipéptidos.

La invencidon también provee polipéptidos aislados o recombinantes cada
uno de los cuales comprende una secuencia que (a) difiere en 1 a 16 posiciones de
aminoacidos a partir de SEQ ID NO: 36 y (b) comprende la sustitucion E160D relativa a
SEQ ID NO: 36. Algunos de dichos polipéptidos comprenden una secuencia la cual difiere
de SEQIDNO:36en1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, o 16 posiciones de
aminoécidos, por ejemplo, en 1-15 posiciones de aminoacidos, en 1-14 posiciones de
aminodcidos, en 1-13 posiciones de amino4cidos, en 1-12 posiciones de aminoacidos, en
1-11 posiciones de aminoacidos, en 1-10 posiciones de aminoacidos, en 1-9 posiciones
de aminoé4cidos, en 1- 8 posiciones de amino&cidos, en 1-7 posiciones de aminoacidos,
en 1-6 posiciones de aminoacidos, en 1-5 posiciones de aminocéacidos, en 1-4 posiciones
de aminoacidos, en 1-3 posiciones de aminoacidos, o en 1-2 posiciones de aminoacidos.
En algunos casos, el polipéptido comprende adicionalmente una 0 méas sustituciones

relativas a SEQ ID NO: 36 seleccionados a partir del grupo que consiste de M21A; 124P;

I\



‘0

15

20

60
P26L; H47Q; F48A/L; T51V/P, S55P/F/A; V56L; H58Y; L60M; F65A; FEBP, FSOY/A;

MA3L/P; N95D; L111A; N113K; V114E/P; F124A; R125Q; 1127P; T132K; y L154F. En
algunos casos, el polipéptido exhibe una actividad de interferdn-alfa (por ejemplo,
actividad antiviral, actividad de diferenciacién por Ty1, y/o actividad antiproliferativa).
Algunos de dichos polipéptidos comprenden adicionalmente uno o mas aminoacidos
adicionales, como una metionina afiadida al extremo N terminal. La invencién también
provee protelnas de fusién y conjugados que comprenden estos polipéptidos, y acidos
nucleicos aislados o recombinantes que codifican estos polipéptidos.

La invencidon también provee polipéptidos aislados o recombinantes cada
uno de los cuales comprende una secuencia que (a) difiere en 0 a 16 posiciones de
amino4cidos a partir de SEQ ID NO: 38 y (b) comprende uno 0 méas de: Ala en la posicidn
21; Pro en la posicion 24; Ala o Leu en la pasicion 48; Pro en la posicién 51; Ala en la
posicidn 55; Ala en la posicion 65; Pro en la posicidn 68; Ala en la posicién 90; Pro en la
posicion 93; Ala en la posicion 111; Pro en la posicién 114; Ala en la posicidn 124; Pro en
la posicidn 127; y Glu en la posicién 160 (numeracibn de la posicién en relacién con SEQ
ID NO: 38). Algunos de dichos polipéptidos comprenden una secuencia la cual difiere de
SEQIDNO:38en0,1,2,3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, o 16 posiciones de
aminoacidos, por ejemplo, en 0-15 posiciones de aminoécidos, en 0-14 posiciones de
aminoéacidos, en 0-13 posiciones de aminoacidos, en 0-12 posiciones de aminoacidos, en
0-11 posiciones de aminoéacidos, en 0-10 posiciones de aminoacidos, en 0-9 posiciones
de aminoacidos, en 0-8 posiciones de aminoacidos, en 0-7 posiciones de aminoacidos,
en 0-6 posiciones de aminoacidos, en 0-5 posiciones de aminoacidos, en 0-4 posiciones

de aminoécidos, en 0-3 posiciones de aminoacidos, en D-2 posiciones de aminoacidos, o
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en 0-1 posiciones de aminoécidos. Algunos de dichos polipéptidos comprenden una Ala o

a Leu en la posicion 48. Algunos de dichos polipéptidos comprenden una Ala en la
posicion 48. En algunos casos, el polipéptido comprende adicionalmente una o mas
sustituciones a la SEQ ID NO: 38 seleccionados a partir del grupo que consiste de P26L;
H47Q; V51T, F55P/S; L58V; Y58H; L60M; FO0Y; MO3L; N95D; N113K; V114E; R125Q;
T132K; y F154L. En algunos casos, el polipéptido exhibe una actividad de interfer6n-alfa
(por ejemplo, actividad antiviral, actividad de diferenciacion Tw1, y/o actividad
antiproliferativa). Algunos de dichos polipéptidos comprenden adicionalmente uno o més
aminoacidos adicionales, como una metionina afiadida al extremo N terminal. La
invencion también provee proteinas de fusibn y conjugados que comprenden estos
polipéptidos, y acidos nucleicos aislados o recombinantes que codifican estos
polipéptidos.

Otras modificaciones contempladas por los polipéptidos de la invencién
incluyen aquellas descritas a continuacién y en la seccion titulada "conjugados de
interferon-atfa".

Se debe entender que aunque los ejemplos y modificaciones al polipéptido
parental generalmente se praveen en la presente invencién en relacion con la secuencia
SEQ ID NO: 1 (o relativa a SEQ ID NO: 36, o relativa a alguna otra secuencia
espaecificada), las modificaciones descritas también se pueden elaborar en posiciones
equivalentes de aminoAcidos de cualesquiera de los otros polipéptidos de la invencién (tal
como un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada a partir de SEQ ID

NOs: 2-35 y SEQ ID NOs: 37-44) descritos en la presente invencion. Por lo tanto, como
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un ejemplo, la sustitucion F48L relativa a SEQ ID NO: 1 se entiende que comresponde a la

sustitucion A48L en SEQ ID NO: 13, y asl sucesivamente.

Los siguientes cuadros proveen secuencias de algunos polipéptidos de
interfer6n-alfa de la invencidn. Para claridad, las secuencias se muestran en relacién con
las secuencias de referencia SEQ ID NO: 1 (cuadro 1) o SEQ ID NO: 36 (cuadro 2).
Algunos de dichos polipéptidos exhiben una actividad de interferon-aifa, tal como

actividad antiviral, actividad de diferenciacién por Th1, y/o actividad antiproliferativa.

CUADRO 1
Secuencia polipeptidica (relativaa | Nombredela |SEQID
SEQ ID NO: 1) clona
SEQ ID NO: 1 BOx14EC4 SEQ ID NO: 1
SEQ ID NO: 1 F55P 14epi07 SEQ ID NO: 2
SEQ ID NO: 1 V51A Q52P F55S 14epi08 SEQID NO: 3
L56V F57L Y58H
SEQ ID NO: 1 V51A Q52E A53T 14epi09 SEQ ID NO: 4
F55P L56V F57L Y58H
SEQ ID NO: 1 V51A Q52E F55S 14epi10 SEQID NO: 5
L56V F57L Y58H
SEQ 10 NO: 1 V51 AF55S L56A | 14epii1 SEQID NO: 6
Y58H
SEQ ID NO: 1 F48L E160D 14epi12d SEQID NO: 7
SEQ ID NO: 1 H47Q 14epi13 SEQID NO: 8
SEQ ID NO: 1 M611 14epi14 SEQ ID NO: 9
SEQ ID NO: 1 F48L 14epi15 SEQ ID NO: 10
SEQ ID NO: 1 F48L F55A 14epi16 SEQ ID NO: 11
SEQ ID NO: 1, F48L F555 14epi17 SEQ ID NO: 12
SEQ ID NO: 1 F48A 14epi18 SEQ ID NO: 13
SEQ ID NO: 1 FA8A F55A 14epi19 SEQ ID NO: 14
SEQ ID NO: 1 F48A F55S 14epi20 SEQ ID NO: 15
SEQ ID NO: 1 F55A 14epi21 SEQ ID NO: 16
SEQ ID NO: 1 F55S8 14epi22 SEQ ID NO: 17
SEQ ID NO: 1 F48A F55S L111A | 14epi23 SEQ ID NO: 18
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SEQ ID NO: 1 F48A F558 14epi24 SEQ ID NO: 19
N113K V114E
SEQ ID NO: 1 F48L F55S L111A | 14epi25 SEQ ID NO: 20
SEQ ID NO: 1 F48L F55S N113K | 14epi26 SEQ ID NO: 21
V114E
SEQ ID NO: 1 F48A F55S F65A | 14epi27 SEQ ID NO: 22
L111A
SEQ ID NO: 1 F48A F55S F65A | 14epi28 SEQ ID NO: 23
N113K V114E
SEQ ID NO: 1 F48A F55S FB5A | 14epi29 SEQ ID NO: 24
L111A
SEQ ID NO: 1 F48A F55A L111A | 14epi30 SEQ ID NO: 25
SEQ ID NO: 1 F48A F535A 14epi31 SEQ ID NO: 26
N113K V114E
SEQ ID NO: 1 F48L Q52P F558 | 14epi32 SEQ ID NO: 27
N113K V114E
SEQ ID NO: 1 Q52P F55S8 14epi33 SEQ 1D NO: 28
N113K V114E
SEQ ID NO: 1 Q52P F55S 14epi34 SEQ ID NO: 29
N113K V114E
SEQ ID NO: 1 F48L V51A Q52P | 14epi35 SEQ ID NO: 30
F558 L56V F57L Y58H N113K
V114E
SEQ ID NO: 1 V51A Q52E A53T | 14epi36 SEQ ID NO: 31
F55P L56V F57L Y58H N113K
V114E
SEQ ID NO: 1 V51A F55S L5868V | 14epid7 SEQ ID NO: 32
F57L Y58H N113K V114E
SEQ ID NO: 1 V51A Q52P F55S | 14epi38 SEQ ID NO: 33
LS6V F57L Y58H N113K V114E
SEQ ID NO: 1 H47Q F48A F55S | 14epi39 SEQ ID NO: 34
SEQ ID NO: 1 H47Q F48A F55S | 14epi42 SEQ ID NO: 35

L56V Y58H
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CUADRO 2
Secuencia polipeptidica Nombre de la SEQID
relativa 2 SEQ ID NO: 36) clona
SEQ ID NO: 36 25epi08 SEQ ID NO: 36
SEQ ID NO: 36 F48A L154F | 25epi18 SEQ ID NO:; 37
SEQID NO: 36 F48AT51V | 25epi19 SEQ ID NO: 38
S55F V56L H58Y L154F
SEQ ID NO: 36 F48A T51V | 25epi20 SEQID NO: 39
V56L H58Y L154F
SEQ ID NO: 36 F48A T51V | 25epi25 SEQID NO: 40
L154F
SEQ D NO: 36 FA8AT51V | 25epi26 SEQ ID NO: 41
FO0Y M93L N95D L154F
SEQ ID NO: 36 F48A T51V | 25epi27 SEQ ID NO: 42
FO0A R125Q L154F
SEQ ID NO: 36 F48A T51V | 25epi28 SEQ ID NO: 43
F90Y M93L N95D R125Q
L154F
SEQ ID NO: 36 L154F 25epi29 SEQ ID NO: 44
E160D

Variaciones de la secuencia

Como se mencioné anteriormente, los polipéptidos de la presente invencion
incluyen polipéptidos que comprenden las secuencias las cuales difieren a partir de SEQ
ID NO: en 1 a 16 posiciones de aminoacidos y que comprenden una o mas sustituciones
relativas a SEQ ID NO: 1 seleccionadas a partir del grupo que consiste de F48A/L; V51P;
F55A; F65A; F68P; L111A; y V114P. Los polipéptidos de la presente invencion también
incluyen polipéptidos que comprenden secuencias las cuales difieren a partir de SEQ ID
NO: 36 en 1 a 16 posiciones de aminoacidos y que comprenden una o mas sustituciones

relativas a SEQ ID NO: 36 seleccionadas a partir del grupo que consiste de M21A; 124P;
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F4BA/L; T51P; S55A; F65A; F68P; FO0A; MO3P; L111A; V114P; F124A; 1127P; y E160D.

Algunos de dichos polipéptidos exhiben una actividad de interferén-alfa.

Por ejemplo, algunos polipéptidos de la invencibn comprenden una
secuencia que tiene una longitud de aproximadamente 151 aminoé&cidos, tales como
aproximadamente 151, 152; 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 0
165 aminoacidos, que corresponden a la delecién de entre 1 y 15 aminoacidos relativa a
una secuencia polipeptidica parental (tal como, por ejemplo, una de SEQ ID NOs: 2-35 o
37-44). En algunos casos, entre 1 y 11, por ejemplo, entre 1 y 10, tal como entre 1y 7,
por ejemplo entre 1 y 5, tal como entre 1 y 3 aminoacidos estén deletados a partir del
extremo C terminal, por ejemplo el polipéptido estd C terminalmente truncado en
comparacién con la secuencia polipeptidica parental (tal como, por ejemplo, una de SEQ
ID NOs: 2-35 0 37-44) por 1-11 residuos de aminoacidos (por ejemplo por 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7. 8,9, 10, u 11 residuos de aminoacidos), tal como por 1-10, 1-7, por ejemplo, por 1-5 0
por 1-3 residuos de aminoacidos. Altemativamente, o en adicion, algunos de dichos
polipéptidos estdin N terminalmente truncados en comparacibn con la secuencia
polipeptidica parental (tal como, una de SEQ ID NOs: 2-35 o 37-44) por 1-4 residuos de
aminoacidos (por ejemplo por 1, 2, 3, o 4 residuos de amino&cidos), por ejemplo, 1-4, 1-3,
1-2 o 1 residuo(s) de aminoacidos se remueven a partir del extremo N terminal. Algunos
de dichos polipéptidos comprenden adicionalmente una metionina en el extremo N
terminal. Algunos de dichos polipéptidos exhiben una actividad de interferon-alfa.

Como otro ejemplo, algunos polipéptidos de la invencion comprenden una
secuencia que contiene entre 1 y 16 sustituciones de aminoécidos relativas a SEQ ID NO:

1 (por ejemplo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, o 16 sustituciones de
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aminoacidos), tales como 1-14 0 1-12 0 1-10 0 18016 0 150 14 0 1-3 0 1-2

sustituciones de aminoéacidos, en las cuales al menos una de las sustituciones se
selecciona a partir del grupo que consiste de F48AJL; V51P; F55A; FG5A; FB8P; L111A; y
V114P. Otros polipéptidos de la invencién comprenden una secuencia que contiene entre
1 y 16 sustituciones de aminoacidos relativas a SEQ 1D NO: 36 (por ejemplo 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,.8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, o 16 sustituciones de aminoacidos), tales como 1-14 o 1-
120 1-10 0 1-8 0 1-6 0 1-5 0 1-4 0 1-3 0 1-2 sustituciones de aminoacidos, en las cuales
al menos una de las sustituciones se selecciona a partir del grupo que consiste de M21A;
124P; F48A/L; T51P; S55A; F65A; F6BP; FO0A; MO3P; L111A; V114P; F124A; 1127P; y
E160D. Una o mas sustituciones adicionales de aminoacidos se pueden elaborar en la
secuencia polipeptidica de conformidad con, por ejemplo, un grupo de sustitucion (tal
como, un grupo de sustitucién conservativa), tal como una establecida a continuacién.
Alternativamente, o en adicién, una o mas sustituciones adicionales de aminoacidos se
pueden elaborar en la secuencia polipeptidica la cual introduce o remueve un residuo de
aminoacidos que comprende un grupc de unién para una porcidbn no polipeptidica. Los
ejemplos incluyen la introduccién de uno o mas sitios de N glicosilacién, de uno o mas
residuo(s) de cisteina, residuo(s) de lisina, la remocién de uno o mas sitios de N-
glicosilacion, o la remocién de una o més lisinas o histidinas. Dichos polipéptidos exhiben
una actividad de interferon-alfa.

Como un ejemplo no limitante, un polipéptido de la invencién puede tener
una secuencia que difiere de SEQ ID NO: 1 en un total de hasta 16 posiciones (la cual
pueden ser una combinacion de sustituciones de aminoacidos, deleciones, y/o

inserciones, incluyendo aquellas descritas a continuacidn). En algunos casos, ninguna,
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algunas, o todas las sustituciones son sustituciones de conformidad con un grupo de

sustitucion definido a continuacién.

Las sustituciones de aminoacidos de conformidad con la invencién pueden
incluir, pero no se limitan a, una 0 mas sustituciones conservativas de aminoacidos. Los
cuadros de sustituciones conservativas que proveen aminoacidos con funcionalidad
similar se conocen bien en la técnica. Un ejemplo se provee en el cuadro a continuacion
(cuadro 3), el cual establece cuarenta y seis grupos ejemplares que contienen

aminoéacidos los cuales se pueden considerar "situaciones conservativas™ entre sl.

CUADRO 3

Grupos de sustitucién conservativa

1 | Alanina (A) Glicina (G) Serina (S) Treonina (T)
2 | Acido aspértico | Acido
(D) glutamico (E)
3 | Asparagina (N) | Glutamina (Q)
4 | Arginina (R) Lisina (K) Histidina (H)
5 Isoleucina (1) Leucina (L) Metionina (M) | Valina (V)
6 | Fenilalanina (F) | Tirosina (Y) Triptofano (W)

Se pueden considerar otros grupos para sustitucién de aminoacidos. Por
ejemplo, los aminoacidos se pueden agrupar mediante funcidbn similar o estructura
quimica o composicion (por ejemplo, acidos, bésicos, alifaticos, aromaticos, que
contienen azufre). Por ejemplo, un grupo alifatico puede comprender: Glicina (G), Alanina
(A), Valina {V), Leucina (L), Isoleucina (I). Otros grupos que contienen aminoacidos que
se consideran sustituciones conservativas entre si incluyen: Aromaticos: Fenilalanina (F),

Tirosina (Y), Triptofano (W); Que contienen azufre: Metionina (M), Cistelnea (C); Basicos:

\0
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Arginina (R), Lisina (K), Histidina (H). Acidos: Acido aspértico (D), Acido glutamico (E),

Asparagina (N), Glutamina (Q). Véase también Creighton (1984) Proteins, W. H. Freeman
and Company, para los grupos adicionales de aminoacidos. El listado de una secuencia
polipeptidica en la presente invencidén, en conjuncién con los grupos de sustitucion
anteriormente mencionados, provee una lista de expresién de todas las secuencias

polipeptidicas conservativamente sustituidas.

Porcentaje de identidad porcentual

En un aspecto, la invencién provee polipéptidos aislados o recombinantes
cada uno de los cuales comprende una secuencia que tiene al menos 90% de identidad
de secuencia (por ejemplo, al menos aproximadamente 91%, al menos aproximadamente
92%, al menos aproximadamente 93%, al menos aproximadamente 94%, al menos
aproximadamente 95%, al menos aproximadamente 96%, al menos aproximadamente
97%, al menos aproximadamente 98%, 0 al menos aproximadamente 99% de identidad
de secuencia de aminoécidos) a cualquiera de SEQ ID NOs: 1-35, en donde la secuencia
comprende uno o més de: Ala o Leu en la posicién 48; Pro en la posicién 51; Ala en la
posicion 55; Ala en la posicion 65; Pro en la posicion 68; Ala en la posicion 111; y Pro en
la posicién 114, la posicidn del aminoécido relativa a SEQ ID NO: 1. En algunos casos el
polipéptido exhibe una actividad de interferdn-alfa.

La invencién también provee polipéptidos aislados o recombinantes cada
uno de los cuales comprende una secuencia que tiene al menos 90% de identidad de
secuencia (por ejemplo, al menos aproximadamente 91%, al menos aproximadamente

92%, al menos aproximadamente 93%, al menos aproximadamente 94%, al menos

Lad
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aproximadamente 95%, al menos aproximadamente 96%, al menos aproximadamente

97%, al menos aproximadamente 98%, o al menos aproximadamente 99% de identidad
de secuencia de aminoacidos) a cualquiera de SEQ ID NOs: 3644, en donde la
secuencia comprende uno 0 mas de: Ala en la posicién 21; Pro en la posicion 24; Ala o
Leu en la posicidn 48; Pro en la posicién 51; Ala en la posicidn 55; Ala en la posicién 65;
Pro en la posicion 68; Ala en la posicién 90; Pro en la posicién 93; Ala en la posicién 111;
Pro en la posicion 114; Ala en la posicion 124; Pro en la posiciébn 127, y Asp en la
posicién 160, la posicion del aminoacido relativa a SEQ ID NO: 36. En algunos casos el
polipéptido exhibe una actividad de interferén-alfa.

El grado en el cual una sacuencia (polipéptido o acido nucleico) es similar a
otra provee una indicacién de propiedades estructurales y funcionales similares para las
dos secuencias. Por consiguiente, en el contexto de la presente invencién, las secuencias
que tienen una secuencia similar con respecto a cualquier secuencia sjemplar dada son
una caracteristica de la presente invencién. En particular, las secuencias que tienen
identidades de secuencia porcentuales como se define a continuacién son una
caracteristica de la invencion.

Se puede utilizar una variedad de métodos para la determinacion de las
relaciones de secuencia, incluyendo alineamiento manual y alineamiento de secuencia
asistido por computadora y anélisis. Esta disponible una variedad de programas de
computadora para llevar a cabo los alineamientos de secuencia, o se puede preparar un
alineamiento manualmente por un experto en la técnica, como se describe continuacion.

Como se menciond anteriormente, las secuencias de los polipéptidos y

acidos nucleicos empleados en la presente invencion no necesitan ser idénticas, pero

1/
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pueden ser sustancialmente idénticas con la secuencia comespondiente de uno

polipéptido de la invencién o acido nucleico de la invencién. Por ejemplo, los polipéptidos
de la invencidn se puedan someter a diversos cambios, tales como una o mas
inserciones, deleciones, y/o situaciones de aminoécidos, ya sea conservativas o no
conservativas, incluyendo en donde, por ejemplo, dichos cambios pueden proveer ciertas
ventajas en su uso; tal como, en el uso terapéutico o profilactico o para la administracién
o aplicacion diagndstica. Los acidos nucleicos de la invencion también se pueden
someter a diversos cambios, tales como una o mas sustituciones de uno o mas acidos
nucleicos en uno 0 mas codones de tal manera que un codén particular codifica el mismo
aminoacido o un aminoacido diferente, resultando ya sea en una variacién silenciosa
(como se define en la presente invencién) o una variacién no silenciosa, o0 una o mas
deleciones de uno o mas &cidos nucleicos (0 codones) en la secuencia. Los acidos
nucleicos también se pueden modificar para incluir uno 0 més codones que se proveen
para expresion Optima en un sistema de expresidén (por ejemplo, bacteriano o en
mamifero), aunque, si se desea, dicho uno o més codones codifican los mismos
aminoéacidos. Los cambios de acido nucleico se pueden proveer para ciertas ventajas en
su uso terapéutico o profildctico o para administracién, o aplicacién diagndstica. Los
acidos nucleicos y polipéptidos se pueden modificar de numerosas formas siempre y
cuando comprendan una secuencia sustanciaimente idéntica (como se define a
continuacién) con respecto a una secuencia en un acido nucleico o polipéptido respectivo
de la invencion.

El término "idéntico” o "identidad”, en el contexto de dos o mas secuencias

de 4cidos nucleicos o polipéptidos, se refiere a dos © mas secuencias que son las
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mismas o que tienen un porcentaje especificado de residuos de aminoacidos o

nucledtidos que son los mismos, cuando se comparan y alinean para una maxima
similitud, como se determina utilizando el algaritmo de comparacién de secuencia descrito
a continuacién o mediante inspeccién visual.

La "identidad de secuencia porcentual” ("% de identidad") de una secuencia
sujeto con respecto a una secuencia de referencia (por ejemplo de blsqueda) significa
que la secuencia sujeto es idéntica (por ejemplo, en una base aminoacido por aminoacido
para una secuencia polipeptidica, o en una base nucledtido por nuclettido para una
secuencia polipeptidica) en un porcentaje especificado con respecto a {a secuencia de
blasqueda sobre una longitud para comparacion.

El porcentaje de identidad de secuencia de una secuencia sujeto con
respecto a una secuencia de busqueda se calcula como sigue. Primero, se determina el
alineamiento dptimo de las dos secuencias utilizando un algoritmo para comparacién de
secuencia con parametros especificos para alineamiento. Esta determinacion del
alineamiento Optimo se puede llevar a cabo utilizando una computadora, 0 se puede
calcular manualmente, como se describe a continuacion. Posteriormente, las dos
secuencias 6ptimamente alineadas se comparan sobre la longitud para comparacién, y se
determina el nimero de posiciones en el alineamiento 6ptimo en el cual se presentan
residuos idénticos en ambas secuencias, lo cual provee el nimero de posiciones
coincidentes. El nimero de posiciones coincidentes se divide entonces por el nimero
total de posiciones de la longitud para comparacién (la cual, a menos que se especifique

de otra manera, es la longitud de la secuencia de busqueda), y entonces el resultado se
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multiplica por 100, para producir el porcentaje de identidad de secuencia de la secuencia

sujeto con respecto a las secuencia de blsqueda.

Con respecto a las secuencias polipeptidicas, tipicamente se considera una
secuencia como una "secuencia de busqueda” (por ejemplo, una secuencia polipeptidica
de la invencién) con respecto a la cual se comparan una 0 mas secuencias diferentes, por
ejemplo, "secuencias sujeto” (por ejemplo, las secuencias presentes en una base de
datos de secuencia). El algoritmo para comparacion de secuencia utiliza los parametros
para alineamiento designados para determinar el alineamiento 6ptimo entre la secuencia
de busqueda y la secuencia(s) sujeto para comparacion con una secuencia de busqueda
en contra de una base de datos de sacuencia, tales como, por ejemplo, GENBANK®
(Genetic Sequence Data Bank; U. S. Department of Health and Human Services) o
GENESEQ® (Thomson Derwent; también disponible como DGENE® en STN),
usualmente solamente se ingresan la secuencia de blsqueda y los parametros para
alineamiento dentro de la computadora; los alineamientos 6ptimos entre la secuencia de
bisqueda de ingreso y cada secuencia sujeto presente en la base de datos son
regresadas, generalmente por hasta un nimero deseado de secuencias sujeto.

Dos secuencias polipeptidicas estan "dptimamente alineadas™ cuando éstas
se alinean utllizando pardmetros definidos, por ejemplo, una matriz definida para
sustitucion de aminoécidos, sancidn por existencia de espacio (también denominada
sancién por espacio abierto), y sancién por extensién de espacio, de manera que se llega
a la evaluaciébn de similitud méas alta posible para ese par de secuencias. La matriz
BLOSUM62 (Henikoff y Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89(22): 10915-10919)

frecuentemente se utiliza como una matriz para sustitucion de evaluacioén por omision en
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algoritmos para alineamiento de secuencia polipeptidica (tal como BLASTP, como se

describe continuacién). La sancidon por existencia de espacio se impone para la
introduccién de un espacio particular de aminoécido en una de las secuencias alineadas,
y la sancidén por extensién de espacio se impone para cada posicion del residuo en el
espacio. A menos que se establezca de otra manera, los parametros para alineamiento
empleados en la presente invencion son: matriz de evaluacion BLOSUM62, sancién por
existencia de espacio = 11, y sancidon por extension de espacio = 1. La evaluacion del
alineamiento se define por las posiciones de amino4cidos de cada secuencia en la cual el
alineamiento empieza y termina (por ejemplo la ventana de alineamiento), y
opcionalmente por la insercién de un espacio o multiples espacios dentro de una o ambas
secuencias, de manera que se llega a la mayor evaluaciéon de similitud posible.

Aunque el alineamiento 6ptimo entre dos 0 mas secuencias se puede
determinar manualmente (como se describe a continuacion), el procedimiento se facilita
por el uso de un algoritmo para alineamiento implementado por computadora tal como
BLAST® (National Library of Medicine), por ejemplo, BLASTP para las secuencias
polipeptidicas y BLASTN para las secuencias de acidos nucleicos, descrito en Altschul et
al. {1997) Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402, y estén disponibles al publico a través de
varias fuentes, tales como the National Center for Biotechnology Information (NCBI)
Website. Cuando se utiliza una interfaz BLAST computarizada, si existe ia opcion de
utilizar un "filtro de baja complejidad”, esta opcidn debe ser eliminada (por ejemplo, sin
filtro).

El alineamiento éptimo entre dos secuencias polipeptidicas también se

puede determinar mediante un célculo manual del algoritmo BLASTP (por ejemplo, sin ia



‘0

15

20

74
ayuda de una computadora) utilizando los mismos parametros de alineamiento

anteriormente especificados (matriz = BLOSUM®62, sancién por espacio abierto = 11, y
sancién por extension de espacio = 1). Para empezar, las dos secuencias se alinean
inicialmente mediante inspeccién visual. Una evaluacion de alineamiento inicial se calcula
entonces como sigue: para cada posicién individual del alineamiento {por ejemplo, para
cada par de residuos alineados), un valor numérico se asigna de conformidad con la
matriz BLOSUMBG2 (figura 4). La suma de los valores asignados a cada par de residuos
en el alineamiento en la evaluacién de alineamiento inicial. Si las dos secuencias a ser
alineadas son altamente similares, frecuentemente este alineamiento inicial provee la
evaluacidn mas alta posibie del alineamiento. El alineamiento con la evaluacién mas alta
posible del alineamiento es el alineamiento éptimo basado en los parametros de
alineamiento empleados. La figura 5A muestra un ejemplo del calculo de una evaluacion
del alineamiento para dos secuencias, una secuencia "de btisqueda”, identificado en la
presente invencion como los residuos 29-50 de SEQ ID NO: 1 (superior), y una secuencia
"sujeto”, identificados en la presente invencién como los residuos 30-52 de SEQ ID NO: 8
(inferior). Las secuencias se alinearon mediante inspeccion visual, y el valor numérico
asignado por la matriz BLOSUM62 para cada par de aminoacidos alineados se muestra
por debajo de cada posicién en el alineamiento (para ayudar en la visualizacion, cada par
de aminoacidos idéntico en el alineamiento se muestra en negritas). En este ejemplo,
este alineamiento inicial proveyé la evaluacién més alta posible del alineamiento (la suma
de los valores se muestra por debajo de cada posicion alineada); cualquier otro
alineamiento de estas dos secuencias, con o sin espacios, podria resultar en una menor

evaluacion de alineamiento.

15
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En algunos casos, una mayor evaluacion de alineamiento se podria obtener

mediante la introduccién de uno o mas espacios dentro del alineamiento. Siempre que se
introduzca un espacio dentro de un alineamiento, se asigna una sancion por espacio
abierto, y ademas se evalGa una sancioén por extensidn de espacio para cada posicién del
residuo dentro de ese espacio. Por lo tanto, utilizando los pardmetros de alineamiento
anteriormente descritos (incluyendo sancion por espacio abierto = 11 y sancion por
extensiébn de espacio =1), un espacio de un residuo en el alineamiento podria
comesponder a un valor de - (11+(1 x 1)) = -12 asignado al espacio; un espacio de tres
residuos podria corresponder a un valor de - (11+(3x 1)) = -14 asignado al espacio, y asl
sucesivamente. Este calculo se repite para cada nuevo espacio introducido dentro del
alineamiento. Las figuras 5B y 5C muestran un ejemplo el cual demuestra cémo la
introduccién de un espacio dentro de un alineamiento pueda resultar en una mayor
evaluacion de alineamiento, a pesar de la sancion por espacio. La figura 5B muestra un
alineamiento inicial de los residuos 28-50 de SEQ ID NO: 1 (superior, de bisqueda) y los
residuos 30-50 de SEQ ID NO: 48 (inferior, sujeto) realizado mediante inspeccién visual,
lo cual resulta en una evaluacién del alineamiento inicial de 67. La figura 5C muestran el
efecto de la introduccidn de un espacio de un residuo en SEQ ID NO: 46 en la evaluacién
de alineamiento; a pesar la sancién por espacio de -12, la evaluacion general de
alineamiento de las dos secuencias se incrementa a 88. En este ejemplo, el alineamiento
que se muestra en la figura 5C provee la evaluacion mas alta posible de! alineamiento, y
por lo tanto es el alineamiento &ptimo de estas dos secuencias; cualquier otro
alineamiento de estas dos secuencias (con o sin espacios) podria resultar en una menor

evaluacion de alineamiento.

s
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Se debe entender que los ejemplos de los calculos del alineamiento de

secuencia anteriormente descritos, los cuales utilizan secuencias relativamente cortas, se
proveen solamente para propdsitos ilustrativos; en la practica, los parametros de
alineamiento empleados (matriz BLOSUM62, sancién por espacio abierto = 11, y sancién
por extensién de espacio = 1) generalmente se pretenden para las secuencias
polipeptidicas de 85 aminoacidos de longitud o més largas. El sitio en la red NCBI provee
los siguientes parametros de alineamiento para secuencias de otras longitudes (los
cuales son adecuados para calculos para alineamiento auxiliados por computadora asl
como célculo manual para alineamiento, utilizando el mismo procedimiento anteriormente
descrito). Para las secuencias de 50-85 aminodcidos en longitud, los parametros 6ptimos
son matriz BLOSUMB0 (Henikoff y Henikoff, anteriormente mencionado), sancion por
espacio abierto = 10, y sancién por extensién de espacio = 1. Para las secuencias de 35-
50 aminoacidos en longitud, los pardmetros éptimos son matriz PAM70 (Dayhoff, M. O.,
Schwartz, R. M. & Orcutt, B.C. (1978) "A model of evolutionary change in proteins” en
Atlas of Protein Sequence and Structure, volumen 5, suplemento 3, M. O. Dayhoff (ed.),
pp. 345-352, Natl. Biomed. Res. Found., Washington, DC.), sancién por espacio abierto =
10, y sancion por extension de espacio = 1. Para las secuencias de menos de 35
aminoécidos en longitud, los pardmetros dptimos son matriz PAM30 (Dayhoff, M.O.,
anteriormente mencionado), sancién por espacio abierto = 9, y sancion por extension de
espacio = 1.

Una vez que las secuencias se alinean 6ptimamente, la identidad porcentual
de la secuencia sujeto relativa a la secuencia de busqueda se calcula mediante la cuenta

del nimero de posiciones en el alineamiento éptimo el cual contiene pares de residuos
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idénticos, dividiendo eso por el nimero de residuos en la longitud para comparacion (la

cual, a menos que se especifique de otra manera, es el nimero de residuos en la
secuencia de busqueda), y multiplicando el nimero resultante por 100. Con referencia de
nuevo a los ejemplos que se muestran en la figura 5, en cada ejemplo la secuencia
designada como la secuencia de blisqueda es de 22 aminoacidos en longitud. En el
alineamiento de la figura 5A, 20 pares de residuos de aminoacidos alineados (mostrados
en negritas) son idénticos en el alineamiento dptimo de la secuencia de busqueda (parte
superior) con la secuencia subsecuente (parte inferior). Por lo tanto, esta secuencia
sujeto particular tiene (20/22) x 100 = 91.1% de identidad con respecto a la secuencia de
busqueda; en otras palabras, la secuencia sujeto en el alineamiento de la figura 5A tiene
al menos 91% de los aminoacidos de identidad de secuencia con respecto a la secuencia
de basqueda. En el alineamiento mostrado en la figura 5C, 18 pares de residuos de
aminoacidos (mostrados en negritas) en el alineamiento 6ptimo son idénticos; por lo tanto
esta secuencia sujeto particular tiene (18/22) x 100 = 81.8% de identidad con respecto a
la secuencia de busqueda; en otras palabras, la secuencia sujeto en el alineamiento de la
figura 5C tiene al menos 81% de los aminodacidos de identidad de secuencia con respecto
a la secuencia de basqueda.

Como se aplica a los polipéptidos, el término "identidad sustancial” (o
"sustanciaimente idéntico") tipicamente significa que cuando dos secuencias de
aminoécidos (por ejemplo una secuencia de bisqueda y una secuencia sujeto) estan
Optimamente alineadas utilizando el algoritmo BLASTP (manualmente o via una
computadora) utilizando parametros apropiados anteriormente descritos, la secuencia

sujeto tiene al menos aproximadamente 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 80%, 91%, 92%,
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83%. 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 89%, o mayor porcentaje de identidad de la secuencia

de aminoécidos con respecto a la secuancia de bisqueda. En algunos casos, la identidad
sustancial existe sobre una comparacidn de longitud de al menos aproximadamente 100
residuos de aminoacidos, tal como, al menos aproximadamente 110, 120, 125, 130, 135,
140, 145, 150, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, o 166 residuos de
aminoacidos.

Similarmente, como se aplica en el contexto de dos secuencias de acidos
nucleicos, el término identidad sustancial (o sustancialmente idéntico} significa que
cuando dos secuencias de acidos nucleicos (por ejemplo una secuencia de btisqueda y
una secuencia sujeto) se alinean Optimamente utilizando el algoritmo BLASTN
(manualmente o via una computadora) utilizando pardmetros apropiados descritos a
continuacién, la secuencia sujeto tiene al menos aproximadamente 60%, 70%, 75%. 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mayor porcentaje de
identidad de la secuencia de aminoacidos con respecto a la secuencia de busqueda. Los
parametros utilizados para los alineamientos de secuencias de acidos nucleicos son:
recompensa por coincidencia 1, sancién por inconsistencia -3, sancién por existencia de
espacio 5, sancion por extension de espacio 2 (las matrices de sustitucion no se utilizan
en el algoritmo BLASTN). En algunos casos, la identidad sustancial existe sobre una
longitud de comparacidn de al menos aproximadamente 300 residuos de nucledtidos, tal
como al menos aproximadamente 330, 360, 375, 390, 405, 420, 435, 450, 465, 480, 483,

486, 489, 492, 495, 0 498 nucledtidos.
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Aspectos adicionales

Cualquier polipéptido de la invencién puede estar presente como parte de
una secuencia polipeptidica mas grande, por ejemplo una proteina de fusién, tal como se
presenta después de la adicion de uno o mas dominios con subsecuencias para la
estabilizacion o deteccion o purificacién del polipéptido. Una subsecuencia para
purificacion del polipéptido puede incluirse, por ejemplo, un epitope marca, una marca
FLAG, una secuencia de polihistidina, una fusién GST, o cualquier otra subsecuencia o
"marca” para deteccion/purificaciéon conocida en la técnica. Estos dominios adicionales o
subsecuencias pueden tener ya sea poco o ningin efecto sobre la actividad del
polipéptido de la invencién, o se pueden remover mediante pasos de procesamiento post
sintesis tales como mediante tratamiento con una proteasa, inclusion de una intelna, o los
similares.

La invencién incluye proteinas de fusibn que comprenden un polipéptido de
la invencion, por ejemplo, como se describe en la presente invencién, fusionado a una
molécula de Ig, por ejemplo, una chamela IgG Fc de humano ("fragmento cristalizable®, o
uniéon al fragmento de complementa), dominio CH2 y dominio CH3, y secuencias
nucleotidicas que codifican dicha proteina de fusién. Fc es la porcidon del anticuerpo
responsable para la unién a los receptores del anticuerpo sobre las células y el
componente C1q del complemento. Estas protelnas de fusién y sus &cidos nucleicos
codificantes son Gtiles como famacos profilacticos y/o terapéuticos o como herramientas
diagnosticas (véase también, por ejemplo, Challita-Eid, P. et al. (1998) J. Immunol 160:
3419-3426; Sturmhoefel, K. et al. (1999) Cancer Res 59: 4964-4972). La invencién

también incluye proteinas de fusién que comprenden un polipéptido de la invencion,
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fusionados a una molécula de albimina, tal como albdmina de suero de humano (HSA),

como se describe, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos No. 5,876,969, y
secuencias nucleotidicas que codifican la proteina de fusién. La Ig y protelnas de fusién a
albumina pueden exhibir un incremento en la vida media en suero del polipéptido y/o vida
media funcional functional in vivo, antigenicidad reducida del polipéptido, estabilidad
incrementada de almacenamiento del polipéptido, o biodisponibilidad incrementada, por
ejemplo AUCsc incrementada, y por lo tanto son utiles como farmacos profilacticos y/o
terapéuticos.

Cualquier polipéptido de la invencién también puede comprender uno o mas
aminoacidos modificados. El aminodcido modificado puede ser, por ejemplo, un
aminodcido glicosilado, un aminoacido PEGilado, un aminoacido famesilado, un
aminoacido acetilado, un aminoacido biotinilado, un aminoacido conjugado a una porcién
de lipido, o un aminoacido conjugado a un agente derivado organico. La presencia de
aminoécidos modificados puede ser ventajosa en, por ejemplo, (a) el incremento de la
vida media en suero del polipéptido y/o vida media funcional in vivo, (b) reduccion de la
antigenicidad del polipéptido, (c) incremento en la estabilidad de almacenamiento del
polipéptido, o (d) incremento en la biodisponibilidad, por ejemplo incremento de los
aminoacidos AUCsc modificados, por ejemplo, co-traduccionalmente o post-
tradicionalmente durante la produccién recombinante (por ejemplo, glicosilacion N
asociada en los motivos N-X-S/T durante la expresiéon en células de mamifero) o
modificados por medios sintéticos. Este aspecto se describe con mayor detalle en la

seccion en la presente invencion titulada "conjugados de interferon-alfa®.
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La invencion también provee una composicién que comprende al menos un

polipéptido de la invencién, y un excipiente o vehiculo. La composicién puede ser una
composicion que comprende un excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las

composiciones y excipientes y vehiculos ejemplares se describen a continuacion.

Elaboracién de polipéptidos

Los métodos recombinantes para la produccidn y aislamiento de los
polipéptidos de la invencién se describen en la presente invencion. Ademas de la
produccion recombinante, los polipéptidos se pueden producir mediante sintesis directa
del péptido utilizando técnicas en fase sdlida (véase, por ejemplo, Stewart et al. (1969)
Solid-Phase Peptide Synthesis, WH Freeman Co, San Francisco; Merrifield J. (1963) J
Am Chem Soc 85:; 2149-2154). La sintesis del péptido se puede llevar a cabo utilizando
técnicas manuales o mediante automatizacion. La sintesis automatizada se puede lograr,
por ejemplo, utilizando un sintetizador de péptidos Applied Biosystems 431A (Perkin
Elmer, Foster City, Califoria) de conformidad con las instrucciones provistas por el
fabricante. Por ejemplo, las subsecuencias se pueden sintetizar quimicamente de manera
separada y se pueden combinar utilizando métodos quimicos para proveer polipéptidos
de longitud total o fragmentos de los mismos. Alterativamente, dichas secuencias
pueden ser ordenadas a numerosas compafiias las cuales se especializan en la
produccién de polipéptidos. Mas cominmente, los polipéptidos de la invencion se pueden
producir mediante la expresidn de acidos nucleicos codificantes y la recuperacién de los

polipéptidos, por ejemplo, como se describe a continuacion.
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Los métodos para la produccion de los polipéptidos de la invenciéon también

se incluyen. Uno de dichos métodos comprende la introduccién dentro de una poblacidn
de células de cualquier acido nucleico de la invencidn descrito en la presente invencion,
el cual esta operativamente asociado a una secuencia reguladora efectiva para producir
el polipéptido codificado, cultivar las células en un medio de cultivo para expresar el
polipéptido, y aislar el polipéptido a partir de las células o a partir del medio de cultivo. Se
utiliza una cantidad de acido nucleico adecuada para facilitar la toma por las células
(transfeccion) y/o expresién del polipéptido. El &cido nucleico se introduce dentro de
dichas células mediante cualquier método de administracion descrito en la presente
invencion, incluyendo, por ejemplo, inyeccién, pistola de genes, toma pasiva, etc. El acido
nucleico puede ser parte de un vector, tal como un vector de expresion recombinante,
incluyendo un vector de ADN plasmidico, o cualquier vector descrito en la presente
invencion. El acido nucleico o vector que comprende un 4cido nucleico de la invencién se
puede preparar y formular como se describe en la presente invencion, anteriormente
mencionado. Dicho &cido nucleico o vector de expresidn se puede introducir dentro de
una poblacion de células de un mamifero in vivo, o las células seleccionadas del
mamifero (por ejemplo, células tumorales) se pueden remover del mamlfero y el vector de
expresion de acido nucleico introducido ex vivo dentro de la poblacién de dichas células
en una cantidad adecuada de tal manera que resulta 1a toma y expresion del polipéptido
codificado. O, se produce un &cido nucleico o vector que comprende un acido nucleico de
la invencién utilizando células cultivadas in vitro. En un aspecto, el método de producciéon
de un polipéptido de la invencién comprende la introduccién dentro de una poblacién de

células de un vector de expresion recombinante que comprende cualquier acido nucleico
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de la invencion descrito en la presente invencién en una cantidad y férmula de tal manera
que resultard la toma del vector y la expresion del polipéptido codificado; la
administracion del vector de expresiéon dentro de un mamifero mediante cualquier formato
de introduccién/administracién descrito en la presente invencion; y aislando el polipéptido
aparte de mamifero o a partir de un subproducto de mamifero.

Anticuerpos

En otro aspecto de la invencién, un polipéptido de la invencién (un
fragmento antigénico del mismo) se utiliza para producir anticuerpos los cuales tienen,
por ejemplo, usos diagndsticos, terapéuticos, o profilacticos, por ejemplo, relacionados
con la actividad, distribucion, y expresién de polipéptidos y fragmentos de los mismos.
Los anticuerpos a los polipéptidos de la invencién se pueden generar mediante métodos
bien conocidos en la técnica. Dichos anticuerpos pueden incluir, pero no se limitan a,
policlonales, monoclonales, quiméricos, humanizados, de cadena sencilla, fragmentos
Fab y fragmentos producidos por una librerla de expresién Fab. Los anticuerpos, por
ejemplo, aquellos que bloguean la unién a receptor, se prefieren especiaimente para uso
terapéutico y/o profilactico.

Los polipéptidos para induccién del anticuerpo no requieren actividad
biolégica; sin embargo, los polipéptidos o péptidos deben ser antigénicos. Los péptidos
utilizados para inducir anticuemos especificos pueden tener una secuencia de
aminodcidos que consiste de al menos aproximadamente 10 aminoacidos,
preferiblemente al menos aproximadamente 15 ¢ 20 aminoacidos o al menos

aproximadamente 25 6 30 aminoacidos. Las extensiones cortas de un polipéptido se
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pueden fusionar con otra protelna, tal como hemocianina de lapa cerradura, y anticuerpo

producido en contra de la molécula quimérica.

Los métodos para la produccién de anticuerpos policlonales y monoclonales
se conacen por aquellos expertos en la técnica, y muchos anticuerpos estan disponibles.
Véase, por ejemplo, Current Protocols In Immunology, John Colligan et al., eds.,
Volamenes I-IV (John Wiley & Sons, Inc., NY, 1991 y 2001 Suplemento); y Harlow y Lane
(1989) Antibodies: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Press, NY; Stites et al. (eds.)
Basic and Clinical Immunology (4a edicién) Lange Medical Publications, Los Altos, CA, y
referencias citadas en éste; y Goding (1986) Moncoclonal Antibodies: Principles and
Practice (2a edicién) Academic Press, New York, NY; y Kohler y Milstein (1875) Nature
256: 495-497. Otras técnicas adecuadas para preparacion del anticuerpo incluyen la
seleccidn de librerias de anticuerpos recombinantes en fago o vectores similares. Véase,
Huse et al. (1989) Science 246: 1275-1281, y Ward et al. (1989) Nature 341: 544-546.
Los anticuerpos monoclonales y policlonales especificos y antisuero usualmente se
unirdn con una Kp de al menos aproximadamente 0.1 uM, preferiblemente al menos
aproximadamente 0.01 pM o mejor, y mas tipicamente y preferiblemente, 0.001 uM o
mejor.

Los métodos detallados para la preparacién de anticuerpos quiméricos
(humanizados) se pueden encontrar en la Patente de Estados Unidos 5,482,856. Se
pueden encontrar detalles adicionales sobre la humanizacion y otras técnicas de
produccion y disefio de anticuerpos en Borrebaeck (ed.) (1995) Antibody Engineering, 2a
Edicibn Freeman and Company, NY (Bomebaeck); McCafferty et al. (1996) Antibody
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Engineering, A Practical Approach IRL at Oxford Press, Oxford, Inglaterra (McCafferty), y

Paul (1995) Antibody Engineering Protocols Humana Press, Towata, NJ (Paul).

En un aspecto, esta invencibn provee anticuerpos completamente
humanizados en contra de los polipéptidos de la invencién o fragmentos de los mismos.
Los anticuerpos humanizados son especialmente deseables en aplicaciones en donde los
anticuerpos se utilizan como terapéuticos y/o profilacticos in vivo en pacientes humanos.
Los anticuerpos humanos consisten de secuencias de inmunoglobulina
caracteristicamente de humano. Los anticuerpos de humano de esta invencién se pueden
producir utilizando una amplia variedad de métodos (véase, por ejempio, Larick et al.,
Patente de Estados Unidos No. 5,001,065, y Borrebaeck McCafferty y Paul,
anteriormente mencionado, para una revision). En un aspecto, los anticuerpos de humano
de la presente invencién se producen inicialmente en células de trioma. Luego los genes
que codifican los anticuerpos se clonan y expresan en otras células, tales como células
de mamifero no humano. El método general para la produccién de anticuerpos de
humano por tecnologla de trioma se describe por Ostberg et al. (1983), Hybridoma 2:
361-367, Ostberg, Patente de Estados Unidos No. 4,634,664, y Engelman et al., Patente
de Estados Unidos No. 4,634,666. Las Ilneas celulares productoras de anticuerpo
obtenidas mediante este métodos se denominan triomas debido a que descienden a partir
de tres células - dos células de humano y una de raton. Se ha encontrado que los triomas
producen anticuerpo de manera mas estable que los hibridomas ordinarios elaborados a
partir de células de humano.

Otros usos contemplados para los polipéptidos de la invencion se proveen a

lo largo de la especificacion.

G
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Conjugados de interferdn alfa

En otro aspecto, la invencién se refiere a un conjugado que comprende un
polipéptido que exhibe una actividad de interferdn-alfa el cual comprende una secuencia
de amino4cidos de cualesquiera de SEQ |D NOs: 2-35 y SEQ ID NOs: 3744, y al menos
una porcion no polipeptidica unida al polipéptido, tal como por ejemplo, 1-6, 1-5, 14, 1-3,
por ejemplo 1 6 2 porciones no polipeptidicas unidas al polipéptido. Se entendera que el
conjugado también exhibe una actividad de interferdn-alfa (tal como, actividad antiviral,
actividad de diferenciacidn por Ty1, y/o actividad antiproliferativa).

En otro aspecto el conjugado comprende un polipéptido que exhibe una
actividad de interferén-alfa el cual comprende una secuencia de aminoacidos la cual
difiere en 1 a 16 posiciones de aminoacidos a partir de SEQ ID NO: 1 y comprende una o
mas sustituciones relativas a SEQ ID NO: seleccionadas a partir del grupo que consiste
de F4B8A/L; V51P; F55A; F65A; F68P, L111A; y V114P; y al menos una porcién no
polipeptidica unida al polipéptido, tal como por ejemplo, 1-6, 1-5, 1-4, 1-3, por ejemplo 1 6
2 porciones no polipeptidicas unidas al polipéptido. En algunos casos, la secuencia de
aminoacidos comprende adicionalmente una o mas sustituciones las cuales introducen un
grupo de unién para la porcion no polipeptidica (por ejemplo, mediante la sustitucién de
un residuo de aminoacidos para un residuo diferente el cual comprende un grupo de
unién para la porcion no polipeptidica, o0 mediante la insercibn de un residuo de
aminodcidos adicional el cual comprende un grupo de unidn para la porcion no
polipeptidica). Se debe entender que el conjugado también exhibe una actividad de
interferon-alfa (tal como, actividad antiviral, actividad de diferenciacidn por Tu1, y/o

actividad antiproliferativa).
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La invencion también provee conjugados cada uno de los cuales comprende

un polipéptido que comprende una secuencia la cual (a) difiere en 1 a 16 posiciones de
amino4cidos a partir de SEQ ID NO: 1 y (b) comprende la sustitucion F48A/L relativa a
SEQ ID NO: 1, y al menos una porcién no polipeptidica unida al polipéptido, tal como por
ejemplo, 1-6, 1-5, 14, 1-3, por ejemplo 1 6 2 porciones no polipeptidicas unidas al
polipéptido. Algunos de dichos conjugados comprenden una secuencia polipeptidica la
cual difiere a partirde SEQIDNO:1en1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15,0 16
posiciones de aminoacidos, por ejemplo, en 1-15 posiciones de aminoacidos, en 1-14
posiciones de aminodcidos, en 1-13 posiciones de aminoécidos, en 1-12 posiciones de
aminoéacidos, en 1-11 posiciones de aminoacidos, en 1-10 posiciones de aminoacidos, en
1-9 posiciones de aminoécidos, en 1-8 posiciones de aminoacidos, en 1-7 posiciones de
aminoéacidos, en 1-6 posiciones de aminoacidos, en 1-5 posiciones de aminoacidos, en 1-
4 posiciones de aminoacidos, en 1-3 posiciones de aminoacidos, o0 en 1-2 posiciones de
aminoacidos. Algunos de dichos conjugados comprenden la sustitucion F48A relativa a
SEQ ID NO: 1. En algunos casos, la parte polipeptidica del conjugado comprende
adicionalmente una o mas sustituciones a SEQ ID NO: 1 seleccionadas a partir del grupo
que consiste de H47Q; V51A/P; Q52P/E; AS53T; F55A/S; L56V; F65A; F57L; Y58H; MG1I;
F68P; L111A; N113K; V114E/P; y E160D. Algunos de dichos conjugados exhiben una
actividad de interferén-alfa (por ejemplo, actividad antiviral, actividad de diferenciacién por
Tul, ylo actividad antiproliferativa). Algunos de dichos conjugados comprenden
adicionaimente uno o mas aminoécidos adicionales, tal como una metionina afiadida al

extremo N terminal del polipéptido.
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La invencién también provee conjugados cada uno de los cuales comprende

un polipéptido que comprende una secuencia la cual (a) difiere en 1 a 16 posiciones de
amino4cidos a partir de SEQ ID NO: 1 y (b) comprende la sustitucién F55A relativa a SEQ
ID NO: 1, y al menos una porcién no polipeptidica unida al polipéptido, tal como por
ejemplo, 1-6, 1-5, 14, 1-3, por ejemplo 1 & 2 porciones no polipeptidicas unidas al
polipéptido. Algunos de dichos conjugados comprenden una secuencia polipeptidica la
cual difiere a partirde SEQIDNO:1en1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15,0 16
posiciones de aminoacidos, por ejemplo, en 1-15 posiciones de aminoacidos, en 1-14
posiciones de aminoacidos, en 1-13 posiciones de aminoacidos, en 1-12 posiciones de
amino4cidos, en 1-11 posiciones de aminoacidos, en 1-10 posiciones de aminoacidos, en
1-9 posiciones de aminodcidos, en 1-8 posiciones de aminoacidos, en 1-7 posiciones de
amino4cidos, en 1-6 posiciones de amino4cidos, en 1-5 posiciones de aminoacidos, en 1-
4 posiciones de aminoacidos, en 1-3 posiciones de aminoécidos, 0 en 1-2 posiciones de
aminoacidos. En algunos casos, la parte polipeptidica del conjugado comprende
adicionalmente una o més sustituciones a SEQ ID NO: 1 seleccionadas a partir del grupo
que consiste de H47Q; F4BA/L; V51A/P; Q52P/E; A53T; L58V; F65A; F57L; Y58H; M61I;
F68P; L111A; N113K; V114E/P; y E160D. Algunos de dichos conjugados exhiben una
actividad de interferén-alfa (por ejemplo, actividad antiviral, actividad de diferenciacién por
Th1, ylo actividad antiproliferativa). Algunos de dichos conjugados comprenden
adicionalmente uno o mas aminoacidos adicionales, como una metionina afiadida al
extremo N terminal del polipéptido.

La invencion también provee conjugados cada uno de los cuales comprende

un polipéptido que comprende una secuencia la cual (a) difiere en 1 a 16 posiciones de
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aminoacidos a partir de SEQ ID NO: 1 y (b) comprende la sustitucién F65A relativa a SEQ

ID NO: 1, y al menos una porcién no polipeptidica unida al polipéptido, tal como por
ejemplo, 1-6, 1-5, 14, 1-3, por ejemplo 1 & 2 porciones no polipeptidicas unidas al
polipéptido. Algunos de dichos conjugados comprenden una secuencia polipeptidica la
cual difiere a partirde SEQIDNO:1en 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15,0 16
posiciones de aminoacidos, por ejemplo, en 1-15 posiciones de aminoacidos, en 1-14
posiciones de aminoacidos, en 1-13 posiciones_de aminodacidos, en 1-12 posiciones de
aminoacidos, en 1-11 posiciones de aminoacidos, en 1-10 posiciones de aminoécidos, en
1-9 posiciones de aminodcidos, en 1-8 posiciones de aminoacidos, en 1-7 posiciones de
amino4cidos, en 1-6 posiciones de aminoéacidos, en 1-5 posiciones de aminoacidos, en 1-
4 posiciones de aminoacidos, en 1-3 posiciones de aminoacidos, o en 1-2 posiciones de
aminoacidos. En algunos casos, la parte polipeptidica del conjugado comprende
adicionalmente una o0 mas sustituciones relativas a SEQ ID NO: 1 seleccionadas a partir
del grupo que consiste de H47Q; F48A/L; V51A/P; Q52P/E; AS3T; F55A/S; L56V; F57L;
Y58H; M61); F68P; L111A; N113K; V114E/P; y E160D. Algunos de dichos conjugados
exhiben una actividad de interferdn-alfa (por ejemplo, actividad antiviral, actividad de
diferenciacion por Ty1, yfo actividad antiproliferativa). Algunos de dichos conjugados
comprenden adicionalmente uno o méas aminoacidos adicionales, como una metionina
afadida al extremo N terminal del polipéptido.

La invencién también provee conjugados cada uno de los cuales comprende
un polipéptido que comprende una secuencia la cual (a) difiere en 1 a 16 posiciones de
aminodcidos a partir de SEQ ID NO: 1 y (b) comprende la sustitucion L111A relativa a

SEQ ID NO: 1, y al menos una porcién no polipeptidica unida al polipéptido, 1al como por

130



‘0

15

20

90
ejemplo, 1-6, 1-5, 14, 1-3, por ejemplo 1 6 2 porciones no polipeptidicas unidas al

polipéptido. Algunos de dichos conjugados comprenden una secuencia polipeptidica la
cual difiere a partirde SEQIDNO:1en1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,0 16
posiciones de aminoacidos, por ejemplo, en 1-15 posiciones de aminoacidos, en 1-14
posiciones de aminoécidos, en 1-13 posiciones de aminoacidos, en 1-12 posiciones de
amino4cidos, en 1-11 posiciones de aminoacidos, en 1-10 posiciones de aminoacidos, en
1-9 posiciones de aminoacidos, en 1-8 posiciones de aminoacidos, en 1-7 posiciones de
aminoacidos, en 1-6 posiciones de aminoacidos, en 1-5 posiciones de aminoacidos, en 1-
4 posiciones de aminoacidos, en 1-3 posiciones de aminoacidos, o en 1-2 posiciones de
aminoacidos. En algunos casos, la parte polipeptidica del conjugado comprende
adicionalmente una o méas sustituciones relativas a SEQ ID NO: 1 seleccionadas a partir
del grupo que consiste de H47Q; F48ANL; V51A/P; Q52P/E; AS3T, F55AJS; L56V, FB5A,;
F57L; Y58H; M61l; F68P; N113K; V114E/P; y E160D. Algunos de dichos conjugados
exhiben una actividad de interferén-alfa (por ejemplo, actividad antiviral, actividad de
diferenciacién por Ty1, y/o actividad antiproliferativa). Algunos de dichos conjugados
comprenden adicionalmente uno o mas amino4cidos adicionales, como una metionina
aiiadida al extremo N terminal del polipéptido.

La invencién también provee conjugados cada uno de los cuales comprende
un polipéptido que comprende una secuencia la cual (a) difiere en 0 a 16 posiciones de
aminoécidos a partir de SEQ ID NO: 13 y (b) comprende uno o mas de: Ala o Leu en la
posicion 48; Pro en la posicién 51; Ala en la posicién 55; Ala en la posicién 65; Pro en la
posicion 68; Ala en la posicidn 111; y Pro en la posicidn 114 (numeracién de la posicién

en relacion con SEQ ID NO: 13), y al menos una porcién no polipeptidica unida al
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polipéptido, tal como por ejemplo, 1-6, 1-5, 14, 1-3, por ejemplo 1 6 2 porciones no

polipeptidicas unida al polipéptido. Algunos de dichos conjugados comprenden un
polipéptido que comprende una secuencia la cual difiere a partir del SEQ ID NO: 13 en 0,
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, o 16 posiciones de aminoacidos, por
ejemplo, en 0-15 posiciones de aminoacidos, en 0-14 posiciones de aminoacidos, en 0-13
posiciones de aminoacidos, en 0-12 posiciones de aminodacidos, en 0-11 posiciones de
aminoacidos, en 0-10 posiciones de aminoacidos, en 0-9 posiciones de aminoacidos, en
0-8 posiciones de aminoacidos, en 0-7 posiciones de aminoacidos, en 0-6 posicionas de
aminoécidos, en 0-5 posiciones de aminoacidos, en 0-4 posiciones de aminoacidos, en 0-
3 posiciones de aminoacidos, en 0-2 posiciones de aminoacidos, o en 0-1 posicionas de
aminoacidos. Algunos de dichos conjugados comprenden una secuencia polipeptidica la
cual comprende una Ala o una Leu en la pasicion 48. Algunos de dichos conjugados
comprenden una secuencia polipeptidica la cual comprende una Ala en la posicion 48. En
algunos casos, la parte polipeptidica del conjugado comprende adicionalmente una o méas
sustituciones a SEQ ID NO: 13 seleccionadas a partir del grupo que consiste de H47Q;
V51A; Q52P/E; A53T; F55S; L56V; F57L; Y58H; M611; N113K; V114E; y E160D. Algunos
de dichos conjugados exhiben una actividad de interferdn-alfa (por ejemplq. actividad
antiviral, actividad de diferenciacién por Tu1, y/o actividad antiproliferativa). Algunos de
dichos conjugados comprenden una secuencia polipeptidica adicional que comprende
uno o méas aminoacidos adicionales, como una metionina afiadida al extremo N terminal.
En ofro aspecto el conjugado comprende un polipéptido que exhibe una
actividad de interferon-alfa el cual comprende una secuencia de aminoacidos la cual

difiere en 1 a 16 posiciones de aminoacidos a partir de SEQ ID NO: 36 y comprende una
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0 mas sustituciones relativas a SEQ ID NO: 36 seleccionadas a partir del grupo que

consiste de M21A; 124P; F48A/L.; TS1P; S55A; F65A; F68P; FO0A; MI3P; L111A; V114P;
F124A; 1127P; y E160D; y al menos una porcidn no polipeptidica unida al polipéptido, tal
como por ejemplo, 1-6; 1-5, 14, 1-3, por ejemplo 1 6 2 porciones no polipeptidicas unida
al polipéptido. En algunos casos, la secuencia de aminoacidos comprende
adicionalmente una o mas sustituciones las cuales introducen un grupo de unién para la
porcién no polipeptidica (por ejemplo, mediante la sustitucion de un residuo de
aminoacidos para un residuo diferente el cual comprende un grupo de unién para la
porcién no polipeptidica, o mediante la insercién de un residuo de aminoacidos adicional
el cual comprende un grupo de unién para la porcién no polipeptidica).

La invencidén también provee conjugados cada uno de los cuales comprende
un polipéptido que comprende una secuencia la cual (a) difiere en 1 a 16 posiciones de
aminoécidos a partir de SEQ ID NO: 36 y (b) comprende la sustitucién FA8A/L relativa a
SEQ ID NO: 36, y al menos una porcién no polipeptidica unida al polipéptido, tal como por
ejemplo, 1-6, 1-5, 14, 1-3, por ejemplo 1 & 2 porciones no polipeptidicas unidas al
polipéptido. Algunos de dichos conjugados comprenden una secuencia polipeptidica la
cual difiere a partir de SEQ ID NO: 36en 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,0
16 posiciones de aminoacidos, por ejemplo, en 1-15 posiciones de aminoacidos, en 1-14
posiciones de aminoacidos, en 1-13 posiciones de aminoacidos, en 1-12 posiciones de
aminoécidos, en 1-11 posiciones de aminoécidos, en 1-10 posiciones de aminoacidos, en
1-9 posiciones de aminoacidos, en 1- 8 posiciones de aminoacidos, en 1-7 posiciones de
aminoacidos, en 1-6 posiciones de aminoacidos, en 1-5 posiciones de aminoéacidos, en 1-

4 posiciones de aminoacidos, en 1-3 posiciones de aminoécidos, o en 1-2 posiciones de
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aminoacidos. Algunos de dichos conjugados comprenden la sustitucion F48A relativa a

SEQ ID NO: 36. En algunos casos, la parte polipeptidica del conjugado comprende
adicionalmente una o mas sustituciones a SEQ ID NO: 36 seleccionadas a partir del
grupo que consiste de M21A; 124P; P26L; H47Q; T51V/P; S55P/F/A; V56L; H58Y; L60M;
F65A; F68P; FOOY/A; MO3L/P; N95D; L111A; N113K; V114E/P; F124A; R125Q; 1127P,
T132K; L154F; y E160D. Algunos de dichos conjugados exhiben una actividad de
interferdn-alfa (por ejemplo, actividad antiviral, actividad de diferenciaciébn por Tu1, y/o
actividad antiproliferativa). Algunos de dichos conjugados comprenden adicionaimente
uno o mas aminoacidos adicionales, tal como una metionina afiadida al extremo N
terminal del polipéptido.

La invencion también provee conjugados cada uno de los cuales comprende
un polipéptido que comprende una secuencia la cual (a) difiere en 1 a 16 posiciones de
aminoéacidos a partir de SEQ ID NO: 36 y (b) comprende la sustitucion FO0A relativa a
SEQ ID NO: 36, y al menos una porcién no polipeptidica unida al polipéptido, tal como por
ejemplo, 1-6, 1-5, 14, 1-3, por ejemplo 1 6 2 porciones no polipeptidicas unidas al
polipéptido. Algunos de dichos conjugados comprenden una secuencia polipeptidica la
cual difiere a partir de SEQIDNO: 36en 1,2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,0
16 posiciones de aminoacidos, por ejemplo, en 1-15 posiciones de aminoacidos, en 1-14
posiciones de amino4cidos, en 1-13 posiciones de aminoéacidos, en 1-12 posiciones de
aminoacidos, en 1-11 posiciones de aminoacidos, en 1-10 posiciones de aminoacidos, en
1-9 posiciones de aminoacidos, en 1-8 posiciones de aminoacidos, en 1-7 posiciones de
aminoé4cidos, en 1-6 posiciones de aminoacidos, en 1-5 posiciones de aminoacidos, en 1-

4 posiciones de aminoacidos, en 1-3 posiciones de aminodcidos, o en 1-2 posiciones de

s
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aminoacidos. En algunos casos, la parte polipeptidica del conjugado comprende

adicionalmente una o mas sustituciones a SEQ |ID NO: 36 seleccionadas a partir del
grupo que consiste de M21A; 124P; P26L; H47Q; F48A/L; TS51V/P; S55P/F/A; V56L;
H58Y; L60M; F65A; F68P; M93L/P; N95D; L111A; N113K; V114E/P; F124A; R125Q;
1127P; T132K; L154F; y E160D. Algunos de dichos conjugados exhiben una actividad de
interferon-alfa (por ejemplo, actividad antiviral, actividad de diferenciacién por Tu1, y/o
actividad antiproliferativa). Algunos de dichos conjugados comprenden adicionalmente
uno o méas aminoacidos adicionales, como una metionina afladida al extremo N terminal
del polipéptido.

La invencién también provee conjugados cada uno de los cuales comprende
un polipéptido que comprende una secuencia la cual (a) difiere en 1 a 16 posiciones de
aminoacidos a partir de SEQ ID NO: 36 y (b) comprende la sustitucién E160D relativa a
SEQ ID NO: 36, y al menos una porcidn no polipeptidica unida al polipéptido, tal como por
ejemplo, 1-6, 1-5, 14, 1-3, por ejemplo 1 & 2 porciones no polipeptidicas unidas al
polipéptido. Algunos de dichos conjugados comprenden una secuencia polipeptidica la
cual difiere a partirde SEQIDNO: 36en 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,0
16 posiciones de aminoacidos, por sjemplo, en 1-15 posiciones de aminoéacidos, en 1-14
posiciones de aminodcidos, en 1-13 posiciones de aminoacidos, en 1-12 posiciones de
aminoé4cidos, en 1-11 posiciones de amino4cidos, en 1-10 posiciones de aminoacidos, en
1-9 posiciones de aminoacidos, en 1- 8 posiciones de aminoacidos, en 1-7 posiciones de
aminoacidos, en 1-8 posiciones de aminoécidos, en 1-5 posiciones de aminoacidos, en 1-
4 posiciones de aminoacidos, en 1-3 posiciones de aminoacidos, o en 1-2 posiciones de

aminoacidos. En algunos casos, la parte polipeptidica del conjugado comprende
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adicionalmente una o mas sustituciones a SEQ ID NO: 36 seleccionadas a partir del

grupo que consiste de M21A; 124P; P26L; H47Q; F4BA/L; T51V/P; S55P/F/A; V56L,;
H58Y; L60M; F65A; F68P; FO0Y/A; MO3L/P. NO5D; L111A; N113K; VI14E/P; F124A;
R125Q; 1127P; T132K; y L154F. Algunos de dichos conjugados exhiben una actividad de
interferén-alfa (por ejemplo, actividad antiviral, actividad de diferenciaciéon por Tu1, y/o
actividad antiproliferativa). Algunos de dichos conjugados comprenden adicionaimente
uno o mas aminoacidos adicionales, tal como una metionina afladida al extremo N
terminal del polipéptido.

La invencién también provee conjugados cada uno de los cuales comprende
un polipéptido que comprende una secuencia la cual (a) difiere en 0 a 16 posiciones de
aminoacidos a partir de SEQ ID NO: 38 y (b) comprende uno o mas de: Ala en la posicién
21; Pro en la posicion 24; Ala o Leu en la posicién 48; Pro en la posicion 51; Ala en la
posicién 55; Ala en la posiciéon 65; Pro en la posicién 68; Ala en la posicién 90; Pro en la
posicién 93; Ala en la posicién 111; Pro en la posicion 114; Ala en la posicion 124; Pro en
la posicién 127; y Glu en la posiciéon 160 (numeracion de la posicién en relacion con SEQ
ID NO: 38), y al menos una porcién no polipeptidica unida al polipéptido, tal como por
ejemplo, 1-6, 1-5, 14, 1-3, por ejemplo 1 & 2 porciones no polipeptidicas unidas al
polipéptido. Algunos de dichos conjugados comprenden un polipéptido que comprende
una secuencia la cual difiere a partir de SEQ IDNO: 38en 0,1, 2,3,4,5,6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, o 16 posiciones de aminoéacidos, por ejemplo, en 0-15 posiciones de
aminoécidos, en 0-14 posiciones de aminoacidos, en 0-13 posiciones de aminoacidos, en
0-12 posiciones de aminoéacidos, en 0-11 posiciones de aminoacidos, en 0-10 posiciones

de aminoécidos, en 0-9 posiciones de aminodacidos, en 0-8 posiciones de aminoéacidos,
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en 0-7 posiciones de aminoacidos, en 0-6 posiciones de aminoacidos, en 0-5 posiciones

de aminoécidos, en 0-4 posiciones de aminoécidos, en 0-3 posiciones de aminoacidos,
en 0-2 posiciones de aminoacidos, o en 0-1 posiciones de aminoacidos. Algunos de
dichos conjugados comprenden una secuencia polipeptidica la cual comprende una Ala o
una Leu en la posicion 48. Algunos de dichos conjugados comprenden una secuencia
polipeptidica 1a cual comprende una Ala en la posicion 48. En algunos casos, la parte
polipeptidica del conjugado comprende adicionalmente una o méas sustituciones a SEQ ID
NO: 38 seleccionadas a partir del grupe que consiste de P26L; H47Q; V51T, F55P/S;
L56V; Y58H; L60M; FO0Y; MO3L; N95D; N113K; V114E; R125Q; T132K; y F154L.
Algunos de dichos conjugados exhiben una actividad de interferon-alfa (por ejemplo,
actividad antiviral, actividad de diferenciacién por Ty1, y/o actividad antiproliferativa).
Algunos de dichos conjugados comprenden una secuencia polipeptidica adicional que
comprende uno 0 méis aminoacidos adicionales, como una metionina afiadida al extremo
N terminal.

El término "conjugado” (o de manera intercambiable "polipéptido conjugado”
o "conjugado polipéptido”) se pretende que indique una molécula heterogénea (en el
sentido de compuesta) formada por la unién componente de uno o mas polipéptidos de la
invencion a una o mas porciones no polipeptidicas. El término "unién covalente™ significa
que el polipéptido y la porcién no polipeptidica se encuentran ya sea directamente unidos
de manera covalente entre si, 0 cualquiera que estan indirectamente unidos de manera
covalente entre si a través de una porcioén o porciones interpuestas, tal como un enlace,
espaciador, o porcién o porciones de enlace. Preferiblemente, un polipéptido conjugado

es soluble a concentraciones y condiciones relevantes, por ejemplo soluble en fluidos

3T
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fisiolégicos tal como sangre. Los ejemplos de polipéptidos conjugados de la invencién

incluyen polipéptidos glicosilados y/o PEGilados. El término "polipéptido no conjugado” se
puede utilizar para referirse a la parte polipeptidica del polipéptido conjugado.

El término “porcién no polipeptidica” se pretende que signifique una
molécula que es capaz de conjugarse con un grupo de unidon del polipéptido. Los
ejemplos preferidos de porciones no polipeptidicas incluyen moléculas poliméricas,
porciones de azucar, compuestos lipdfilos, o agentes derivados organicos, en particular
moléculas poliméricas o porciones de azlcar. Se entendera que la porcién no
polipeptidica estad asociada al polipéptido a través de un grupo de unién del polipéptido.
Excepto en donde expresamente se indica el nimero de porciones no polipeptidicas,
tales como moléculas poliméricas, al polipéptido, cada reference a "una porcién no
polipeptidica™ unida al polipéptido o utilizada de otra manera en la presente invencion
debe ser una referencia a una o méas porciones no polipeptidicas_unidas al polipéptido.

El término "molécula polimérica” se define como una molécula formada
mediante la unién covalente de dos 0 mas monumentos, en donde ninguno de los
mondémeros es un residuo de aminoacidos. El término "polimero™ se puede utilizar de
manera intercambiable con el término "molécula polimérica™.

El término “"porcién de az(car” se pretende que indique una molécula de
carbohidrato unida mediante glicosilacién in vivo o in vitro, tal como N u O-glicosilacion.
Un "sitio de N-glicosilacion™ tiene la secuencia N-X-S/T/C, en donde X es cualquier
residuo de aminoacidos excepto prolina, N es asparagins y S/T/C es cualquier serina,

treonina o cisteina, preferiblemente serina o treonina, y mas preferiblemente treonina.
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Un "sitio de O-glicosilacién® que comprende el grupec OH de un residuc de

serina o treonina.

El término "grupo de unién* se pretende que indique un grupo de residuo de
amino4cidos capaz de acoplarse a la porcidon no polipeptidica relevante tal como una
molécula poliméricas o una porcién de azicar. Los ejemplos no limitantes de grupos de
union uUtiles y algunas porciones no polipeptidicas comrespondientes se proveen en el

cuadro 4 a continuacion.

CUADRO 4

Grupos de unién Gtiles y ejemplos de

correspondlentes

Grupo de Aminodcido Ejemplos de Ejemplos de Refere
unidn porciones no | métado de
peptidicas conjugaclon/PEG
actlvado
-NH2 N terminal, polimero, por | mMPEG-SPA Cataic
Lys ejemplo PEG | mPEG2-NHS Nekiai
mPEG2- 2003
butryALD
-COOH C terminal, polimero, por | mMPEG-H2 Catalc
Asp, Glu ejemplo PEG Nektal
2003
porcién de acoplamiento In
azicar vitro
-SH Cys polimero, por | MPEG-VS Catalc
ejemplo PEG, | mPEG2-MAL Nektai
2003;
ot al,
porcion de acoplamiento in | Revie
azucar vitro Theraj
Drug
Syster
9(3,4):
304 (1
-OH Ser, Thr, OH- | Porcidn de QGlicosilacién C-
azlcar asoclada in vivo
-CONH2 Asn como Porcldn de N-Glicosilaclon In
parte de un azicar vivo
sitio de N-
glicosilacion
Residuo Phe, Tyr, Trp | Porcion de Acoplamiento In
aromatico axicar vitro
-CONH2 Cln Porcién de Acoplamientoin | Yany
azicar vitro Bloch«
1984,
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Aldehido
cetona

Carbohidrato
oxidado

Polimero, por
aejamplo,

PEGIlacion

Andresz et
al., 1978,

PEG, PEG-
hidrolizabler

Makromol.
Chem. 179
301; WO
92/18555,
WO
00/23114
Lundblad y
Noyes,
Chemical
Reagents for
Protein
Moadification,
CRC Press
inc. Boca
Raton, F
Como para
guanidina

Guanidino Arg Porcidn de

aziicar

Acoplamiento in
vitro

Anillo His
imidazol

Porcion de
azucar

Acoplamiento In
vitro

Para N-glicosilacion in vivo, el tdrmino "grupo de union” se utiliza de manera
no convencional para indicar los residuos de aminoacidos que constituyen un sitio de N-
glicosilacion (con la secuencia N-X-S/T/C, en donde X es cualquier residuo de
aminodcidos excepto prolina, N es asparagina y S/T/C es cualquier serina, treonina o
cisteina, preferiblemente serina o treonina, y mas preferiblemente treonina). Aunque el
residuo de asparagina del sitio de N-glicosilacion es aquél al cual la porcién de azicar se
une durante la glicosilacién, dicha unién no se puede lograr a menos que otros residuos
de aminoacidos del sitio de N-glicosilacion estén presentes. Por consiguiente, cuando la
porcién no polipeptidica es una porcion de azicar y la conjugacion se va a realizar
mediante N-glicosilacién, el témino "residuo de aminoacido que comprende un grupo de
unién para la porciéon no polipeptidica” como se utiliza en conexién con alteraciones de la

secuencia de aminoacidos del polipéptido de la invencién se entiende que uno, dos ©



‘0

15

20

100
todos los residuos de aminoacidos que constituyen un sitio de N-glicosilacion es/son

alterados de tal manera que cualquier sitio de N-glicosilacién funcional se introduce
dentro de la secuencila de aminoacidos, removida a partir de dicha secuencia o un sitio de
N-glicosilacién funcional se retiene en la secuencia de aminodcidos (por ejemplo
mediante la sustitucién de un residuo de serina, el cual ya constituye una parte de un sitio
de N-glicosilacién, con un residuo de treonina y viceversa).

El término ‘“introduce"™ (por ejemplo, un residuo ‘"introducido" de
aminoacidos, la "introduccién® de un residuo de aminoécidos) se pretende principalmente
que signifique la sustitucién de un residuo de aminoacido existente por otro residuo de
aminoacidos, pero también puede significar la insercién de un residuo de aminoacidos
adicional.

El término "remueve” (por ejemplo, un residuo "removido” de aminoacidos,
la "remocion” de un residuo de aminoécidos) se pretende principalmente que signifique la
sustitucién del residuo de aminoacido a ser removido por otro residuo de aminoacidos,
pero también puede significar la delecién (sin sustitucién) del residuo de aminoacido a ser
removido.

El término "residuo de aminoécido que comprende un grupo de unién para
la porcién no polipeptidica™ se pretende que indique que el residuo de aminoacido es uno
al cual se une la porcidn no polipeptidica (en el caso de un residuo de aminoacidos
introducido) o se podria unir {(en el caso de un residuo de aminoacidos removido).

El término "vida media functional in vivo" se utiliza en su significado normal,
por ejemplo el tiempo al cual 50% de la actividad biolégica del polipéptido aun se

encuentra presente en el cuerpo/érgano blanco, o el tiempo en el cual la actividad del

4
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polipéptido es 50% del valor inicial. La vida media funcional in vivo se puede determinar

en un animal experimental, tal como rata, ratones, conejo, perro 0 mono. Preferiblemente,
la vida media funcional in vivo se determina en un primate no humano, tal como un mono.
Ademas, la vida media funcional in vivo se puede determinar para una muestra que ha
sido administrada intravenosamente o subcutaneamente.

Como una altemnativa para determinar la vida media funcional in vivo, "vida
media en suero” se puede determinar, por ejemplo el tiempo en el cual 50% del
polipéptido circula en el plasma o torrente sanguineo antes de ser eliminado. La
determinacion de la vida media en suero frecuentemente es méas simple que la
determinacién de la vida media funcional in vivo y la magnitud de la vida media en suero
usualmente es una buena indicacion de la magnitud de la vida media funcional in vivo.
Alternativamente los términos de vida media en suero incluyen "vida-media en plasma”,
"vida-media en circulacién®, "eliminacién en suero”, "eliminacién en plsama"® y "vida media
para eliminacién”. La vida media en suero se puede determinar como se describi
anteriormente en conexién con la determinacion de la vida media funcional in vivo.

El tdrmino "suero” se utiliza en su significado normal, por ejemplo como
plasma sanguineo sin fibrinégeno y otros factores de coagulacién.

El témino “incrementado” como se utiliza aproximadamente para la vida
media funcional in vivo o vida media en suero se utiliza para indicar que la vida media
relevante del conjugado de la invencién se incrementa de manera estadisticamente
significativa en relacién con una molécula de referencia, tal como un interferén-alfa de
tipo silvestre, por ejemplo, un interferdn-alfa de humano, tal como una de SEQ ID NO: 45-

SEQ ID NO: 56 (u otras secuencias hulFN-alfa como se describe en la presente invencion
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y/o en Allen G. y Diaz M. O. (1896), anteriormente mencionado), o el conjugado no

polipeptidico correspondiente. Por lo tanto, los conjugados de la invencion interesantes
incluyen aquellos los cuales tienen una vida media funcional incrementada in vivo o0 una
vida media en suero incrementada en comparacion con una molécula de referencia
anteriormente mencionada.

El término “"AUCs" 0 "area bajo la curva cuando se administra
subcutdneamente” se utiliza en su significado normal, por ejemplo como el area bajo la
curva de actividad de interferdn-aifa-en-suero contra la curva del tiempo, en donde la
molécula conjugada ha sido administrada subcutdneamente a un animal experimental.
Una vez que los puntos de tiempo de la actividad experimental de interfer6n-alfa han sido
determinados, el AUC,; se puede calcular de manera conveniente mediante un programa
de computadora, tal como GraphPad Prism 3.01.

El término “"incrementado™ como se utiliza aproximadamente el AUC,; se
utiliza para indicar que el area bajo la curva para un conjugado de la invencion, cuando se
administra subcutdneamente, se incrementa estadisticamente de manera significativa en
relacién con una molécula de referencia, tal como interferbn-alfa de tipo silvestre, por
ejemplo, un interferon-alfa de humano, tal como uno de SEQ ID NO: 45-SEQ ID NO: 56
(u otras secuencias hulFN-alfa como se describe en la presente invencidn y/o en Allen G.
y Diaz M. O. (1996), anteriormente mencionado), o el conjugado no polipeptidico
correspondiente, cuando se determina bajo condiciones comparables. Evidentemente, la
misma cantidad de actividad de interfer6n-alfa se debe administrar para el conjugado de
la invencion y la molécula de referencia. Consecuentemente, con el objeto de hacer

comparaciones directas entre diferentes moléculas de interferén-alfa, los valores de
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AUC,. tipicamente se deben nomalizar, por ejemplo se deben expresar como

AUC./dosis administrada.

El término "Tmaxec" S@ utiliza acerca el punto de tiempo en la curva de
actividad de interferén-alfa-en-suero contra tiempo en donde se observa la mayor
actividad del interferén-atfa en suero.

Se entenderd que aunque los ejemplos y modificaciones al polipéptido
parental generaimente se proveen en la presente invencién con respecto a la secuencia
SEQ ID NO: 1, las modificaciones descritas también se pueden elaborar en posiciones
equivalentes de aminoacidos de los otros polipéptidos de Ia invenciodn (incluyendo SEQ ID
NOs: 2-35 y 3744 y variantes de los mismos) anteriormente descritos.

Mediante la remocién y/o introduccién de los residuos de aminoacidos que
comprenden un grupo de unidén para la porcidbn no polipeptidica es posible adaptar
especificamente el polipéptido de manera que se hace a la molécula mas susceptible a la
conjugacién a la porcién no polipeptidica de eleccidon, para optimizar el patrén de
conjugacién (por ejemplo para asegurar una distribucion 6ptima de las porciones no
polipeptidicas en la superficie de la molécula de interferbn-alfa y asl, por ejemplo,
proteger efectivamente los epitopes y otras partes de la superficie del polipéptida sin
alterar significativamente la funcién del mismo). Por ejemplo, mediante la introduccién de
grupos de unién, el polipéptido de interferdn-alfa se altera en el contexto de los residuos
especificos de aminoécidos a los cuales se unen las porciones no polipeptidicas
relevantes, logrando asi una conjugacibn mas eficiente, especifica y/o extensiva.
Mediante la remocion de uno o mas grupos de unién es posible evitar la conjugacion a la

porcidn no polipeptidica en las partes polipeptidicas en la cual dicha conjugacion es
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desventajosa, por ejemplo a un residuo de aminoécido localizado en o cerca de un sitio

funcional del polipéptido (puesto que la conjugacién en dicho sitio puede resultar en
inactivacion o actividad reducida del intarferbn-alfa del conjugado resultante debido a un
reconocimiento alterado del receptor). Ademas, puede ser ventajoso remover un grupo de
unién localizado cercanamente a otro grupo de unién.

Se debe entender que el residuo de aminoacido que comprende un grupo
de unién para una porcién no polipeptidica, ya sea removido o introducido, se selecciona
con base en una naturaleza de la porcién no polipeptidica y, en algunos casos, con base
en el método de conjugacién a ser utilizado. Por ejemplo, cuando la porcion no
polipeptidica es una molécula polimérica, tal como una molécula derivada de

polietilenglicol 0 de oxido de polialquileno, los residuos de aminoacidos capaces de

funcionar como un grupo de unién se pueden seleccionar a partir del grupo que consiste.

de cisteina, lisina (y/o el grupo amino N-terminal del polipéptido), acido aspartico, acido
glutdmico, histidina y arginina. Cuando la porcién no polipeptidica es una porcién de
azucar, el grupo de unién es un sitio de N- u O-glicosilacién in vivo o in vitro,
preferiblemente un sitio de N-glicosilacion.

En algunos casos, cuando un grupo de unién para una porcion no
polipeptidica se va a introducir dentro de o remover a partir del polipéptido de interferdn-
alfa, la posicion del polipéptido de interferbn-alfa a ser modificado se puede seleccionar
convenientemente como sigue:

La posicibn a ser modificada se puede localizar en la superficie del
polipéptido de interferdn-alfa, tal como una posicibn ocupada por un residuo de

aminoacido el cual tiene mas de 25% de su cadena lateral expuesta al solvente, tal como
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mas de 50% de su cadena lateral" expuesta al solvente. Dichas posiciones se han

identificado con base en un andlisis de una estructura en 3D de la molécula de interferon-
alfa 2a de humano como se describe en la seccién de "materiales y meétodos" en la
presente invencion.

Con el objeto de determinar una distribucién éptima de los grupos de union,
se calculé la distancia entre los residucs de aminoécidos localizados en la superficie de la
molécula de interferdn-alfa con base en una estructura de 3D de un polipéptido de
interferon-alfa. Mas especificamente, se determinaron las distancias entre los CB's de los
residuos de aminoacidos que comprenden dichos grupos de union, o la distancia entre el
grupo funcional (NZ para lisina, CG para acido aspartico, CD para acido glutamico, SG
para cisteina) de uno y el CB de otro residuo de aminoacido que comprende un grupo de
unién. En caso de glicina, CA se utilizé en lugar de CB. en la parte polipeptidica del
interferén-a de un conjugado de la invencién, cualquiera de dichas distancias o de ser
mayor de 8A, tal como mayor de 10A con el objeto de evitar o reducir la conjugacién
heterogénea y proveer una distribucién uniforme de grupos de unién, por ejemplo con el
objetivo de epitope protegido.

Ademas, en la parte polipeptidica del interferbn-aifa de un conjugado de la
invencion, en algunos casos se remueven los grupos de unién localizados en o cerca de
los sitios de unidén del receptor de interferén-alfa, tal como mediante sustitucion del
residuo de aminoacido que comprende dicho grupo. En algunos casos, los residuos de
aminoacidos que comprenden un grupo de unién para una porcién no polipeptidica, tal
como cistelna o lisina, frecuentemente no se introducen en o cerca del sitio de union del

receptor de la molécula de interferdn.

_1AC
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Otro método para modificar un polipéptido de interferon-alfa es proteger y

por lo tanto modificar o destruir o inactivar de otra manera uno epltope presente en el
interferdn-alfa parental, mediante la conjugacién a una porcion no polipeptidica. Los
epitopes de polipéptidos de interferén- alfa se pueden identificar mediante el uso de los
métodos conocidos en la técnica, también conocido como mapeo del epltope, véase por
ejemplo Romagnoli et al., J. Biol Chem., 1999, 380 (5): 5653-9, DelLisser HM, Methods Mol
Biol, 1899, 96: 11-20, Van de Water et al., Clin Immunol Immunopathol, 1997, 85 (3): 229-
35, Saint-Remy JM, Toxicology, 1997, 119 (1). 77-81, y Lane DP y Stephen CW, Curr
Opin Immunol, 1993, 5(2): 268-71. Un método es establecer una libreria de exhibicién dei
fago que expresa oligopéptidos al azar de, por ejemplo, 9 residuos de aminoacidos. Los
anticuerpos de IgG1 a partir de antisuero aspecifico hacia el interferén-alfa de humano se
purifican mediante inmunoprecipitacién y los fagos reactivos se identifican mediante
inmunoblot. Mediante {a secuenciacién del ADN de los fagos reactivos purificados, se
puede determinar la secuencia del oligopéptido seguido por la localizacién de la
secuencia en estructura de 3D del interfer6n-alfa. Alternativamente, se pueden identificar
los epltopes de conformidad con el método descrito en la Patente de Estados Unidos
5,041,376. La region asli identificada en la estructura constituye un epitope que se puede
seleccionar entonces como una regién blanco para la introduccién de un grupo de unién
para la porcién no polipeptidica. Preferiblemente, al menos un epftope, tal como dos, tres
o cuatro epitopes de interferdn-alfa se protegen por una porcidn no polipeptidica de
conformidad con la presente invencién. Por consiguients, en un aspecto, el conjugado de
la invencion tiene al menos un epitope protegido en comparacién con un interferon-aifa

de humano de tipo silvestre, incluyendo cualquier interferén-alfa comercialmente
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disponible. Esto se puede realizar mediante la introduccién de un grupo de unién para

una porcidén no polipeptidica dentro de una paosicion localizada en la vecindad de (por
ejemplo en 4 residuos de aminoacidos en la secuencia primaria 0 en aproximadamente
10A en la secuencia terciaria) de un epltope dado. La distancia de 10A se mide entre
CB's (CA's en el caso de la glicina). Dichas instrucciones especificas se describen en las
siguientes sacciones.

En el caso de la remocién de un grupo de unién, el residuo de aminoacido
relevante que comprende dicho grupo y que ocupa una posicion como se definid
anteriormente se puede sustituir con un residuo de aminodcido diferente que no
comprende un grupo de unioén para la porcion no polipeptidica en cuestion, o se puede
deletar, La remocién de un grupo de N-glicasilacién, también se puede realizar mediante
la insercién o remocién de un residuo de aminoacido dentro del motivo N-X-S/T/C.

En el caso de la introduccion de un grupo de unién, se introduce un residuo
de aminoacido que comprende dicho grupo dentro de la posicion, tal como mediante la
sustitucién del residuo de aminoacido que ocupa dicha posicién.

El nimero exacto de grupos de unidn disponibles para la conjugacién y
presente en el polipéptido del interferén-alfa es dependiente del efecto deseado que se
pretende que se logre por la conjugacién. El efecto a ser obtenido es dependiente, por
ejemplo, de la naturaleza y grado de conjugacién (por ejemplo la identidad de la porcion
no polipeptidica, el nimero de porciones no polipeptidicas deseables o posibles para
conjugar el polipéptido, en donde éstas deben ser conjugadas o en donde se debe evitar
la conjugacion, etc.). Por ejemplo, si se desea una inmunogenicidad reducida, el namero

de grupos (y ubicacién de los grupos) de uniébn debe ser adecuada para proteger la
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mayoria o todos los epitopes. Esto normalmente se obtiene cuando una porcién mas

grande del polipéptido de interferdn-alfa esta protegida. La proteccién efectiva de los
epitopes nomalmente se lleva a cabo cuando el nidmero total de grupos de unidn
disponibles para la conjugacién se encuentra en el intervalo de 1-6 grupos de unién, por
ejemplo, 1-5, tal como en el intervalo de 1- 3, tal como 1, 2, 0 3 grupos de union.

La vida media funcional in vivo es por ejemplo dependiente del peso
molecular del conjugado, y del nimero de grupos de unién necesarios para proveer una
vida media incrementada que depende asl del peso molecular de la porcién no
polipeptidica en cuestidn. Aigunos de dichos conjugados comprenden 1-6, por ejemplo, 1-
5, tal como 1-3, por ejemplo1, 2, o 3 porciones no polipeptidicas cada una teniendo un
PM de aproximadamente 2-40 kDa, tal como aproximadamente 2 kDa, aproximadamente
5 kDa, aproximadamente 12 kDa, aproximadamente 15 kDa, aproximadamente 20 kDa,
aproximadamente 30 kDa, o aproximadamente 40 kDa.

En el conjugado de la invencién, algunos, la mayoria, o sustancialmente
todos los grupos de unidén que se pueden conjugar estan ocupados por la porcién no
polipeptidica relevante.

El conjugado de la invencidn puede exhibir uno o mas de las siguientes
propiedades mejoradas:

Por ejemplo, el conjugado puede exhibir una inmunogenicidad reducida en
comparacién con interferén-alfa de humano (tal como cualesquiera de los polipéptidos
definidos en la presente invencion como SEQ ID NO: 45-57, o cualquier otro hulFN-alfa
descrito en la presente invencion y/o en Allen G. y Diaz M.O. (1996), anteriormente

mencionado) 0 como en comparacién con el conjugado no polipeptidico correspondiente,

\

JA



¢’

15

20

109
por ejempio una reduccién de al menos 10%, tal como una reduccion de al menos 25%,

tal coma una reduccién de al menos 50%, por ejemplo una reduccién de al manos 75%
en comparacion con el conjugado no polipeptidico ¢ en comparacién con interferdn-alfa
de humano.

En otro aspecto el conjugado puede existir como una reaccién reducida o
sin reaccion con anticuerpos neutralizantes a partir de pacientes tratados con interferon-
alfa de humano (tal como cualesquiera de los polipéptidos definidos en la presente
invencion como SEQ ID NO: 45-57, o cualquier otro hulFN-alfa descrito en la presente
invencién y/o en Allen G. y Diaz M.O. (1996), anteriormente mencionado) o en
comparacion con el conjugado no polipeptidico comrespondiente, por ejemplo una
reduccion de la neutralizacién de al menos 10%, tal como de al menos 25%, tal como de
al menos 50%, por ejemplo, al menos 75%.

En otro aspecto de la invencién el conjugado puede exhibir una vida media
funcional incrementada in vivo y/o una vida ' media incrementada en suero en
comparacién con una molécula de referencia tal como un interferén-aifa de humano (por
gjemplo cualesquiera de Ips polipéptidos definidos en la presente invencién como SEQ ID
NO: 45-57 o cualquier otro hulFN-alfa descrito en la presente invencion y/o en Allen G. y
Diaz M.Q. (1996), anteriormente mencionado) o en comparacién con el conjugado no
polipeptidico correspondiente. Los conjugados particulares preferidos son aquellos
conjugados en donde la relacion entre la vida media funcional in vivo (o la vida media en
suero) de dicho conjugado y la vida media funcional in vivo (o la vida media en suero) de
dicha molécula de referencia es al menos 1.25, tal como al menos 1.50, tal como al

menos 1.75, tal como al menos 2, tal como al menos 3, tal como al menos 4, tal como al
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menos 5, tal como al menos 6, tal como al menos 7, tal como al menos 8. Como se

menciond anteriormente, la vida media se determina de manera conveniente en un
animal experimental, tal como una rata 0 mono, y se puede basar en la administracion
intravenosamente o subcutaneamente.

En un aspecto adicional el conjugado puede exhibir una biodisponibilidad
incrementada en comparacién con una molécula de referencia tal como un interferén-aifa
de humano (por ejemplo cualesquiera de los polipéptidos definidos en la presente
invencién como SEQ ID NO: 45-57, o cualquier otro hulFN-alfa descrito en la presente
invencién y/o en Allen G. y Diaz M.O. (1986), anteriormente mencionado) o el conjugado
no polipeptidico correspondiente. Por ejemplo, el conjugado puede exhibir una AUCsc
incramentada en comparacién con una molécula de referencia tal como un interferén-alfa
de humano o el conjugado no polipeptidico correspondiente. Por lo tanto, los conjugados
ejemplares son dichos conjugados en donde la relacidn entre la AUCsc de dicho
conjugado y la AUCsc de dicha molécula de referencia es de al menos 1.25, tal como al
menos 1.5, tal como al menos 2, tal como al menos 3, tal como al menos 4, tal como al
menos 5 o al menos 6, tal como al menos 7, tal como al menos 8, tal como al menos 9 o
al menos 10, tal como al menos 12, tal como al menos 14, por ejemplo al menos 16, al
menos 18 o al menos 20 cuando se administra subcutdneamente, en particular cuando se
administra subcutdneaments en un animal experimental tal como una rata o mono. De
manera analoga, algunos conjugados de la invencién son dichos conjugados en donde la
relacién entre Tmax para dicho conjugado y Tmex para dicha molécula de referencia, tal
como un interferdn-alfa de humano o el conjugadoe no polipeptidico correspondients, es

de menos 1.2, tal como al menos 1.4, por ejemplo al menos 1.6, tal como al menos 1.8,
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tal como al menos 2, por ejemplo al menos 2.5, tal como al menos 3, tal como al menos
4, por ejemplo al menos 5, tal como al menos 6, tal como al menos 7, por ejemplo al
menos 8, tal como al menos 9, tal como al menos 10, cuando se administra
subcutadneamente, en particular cuando se administra subcutdneamente en un animal
experimental tal como una rata o mono.

En algunos casos, se puede reducir la magnitud de la actividad antiviral de
un conjugado de la invencion (por ejemplo por al menos aproximadamente 75%, al
menos aproximadamente 50%, al menos aproximadamente 25%, al menos
aproximadamente 10%) o incrementar {por ejempio en al menos aproximadamente 10%)
o es aproximadamente igual (por ejemplc en aproximadamente +/-10% o
aproximadamente +/-5%) a aquella de un interferdn-aifa de humano (por ejemplo
cualesquiera de los polipéptidos identificados en la presente invencion como SEQ ID NO:
45-57, o cualquier otro hulFN-alfa descrito en la presente invencién y/o en Allen G. y Diaz
M.O. (1996), anteriormente mencionado) o aquel del conjugado no polipeptidico
correspondiente. En algunos casos el grado de actividad antiviral en comparacion con la
actividad antiproliferativa de un conjugado de la invencién puede variar, y por lo tanto
puede ser mayor, menos 0 aproximadamente igual a aquél de un interferén-alfa de

humano o aquel del conjugado no polipeptidico cormespondiente.

Conjugado de la in_vencién en donde |a porcién no polipeptidica se une a un

residuo de lisina o a la amina N-terminal
En un aspecto, la invencién se refiere a un conjugado que exhibe una

actividad de interferon-alfa y que comprende al menos una porcion no polipeptidica
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conjugada a al menos un residuo de lisina y/o al grupo amino N terminal de un polipéptido

de interferén-alfa que comprende una secuencia seleccionada a partir de SEQ ID NOs: 2-
35 y 37-44. Algunos de dichos conjugados comprenden una porcion no polipeptidica
unida a un residuo de lisina seleccionado a partir de K31, K50, K71, K84, K122, K134,
K135, y K165; tal como, por ejemplo, un residuo de lisina seleccionado a partir de K31,
K122, K135, y K165. Algunos de dichos conjugados comprenden una porcidbn no
polipeptidica unida a un residuo de lisina seleccionado a partir de K31, K122, y K135.
Algunos de dichos conjugados comprenden una porcion no polipeptidica unida a un
residuo de lisina seleccionado a partir de K122 y K135. Algunos de dichos conjugados
comprenden una porcidon no polipeptidica unida a un residuo de lisina seleccionado a
partir de K31 y K122; o0 K31 y K135.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un conjugado que exhibe una
actividad de interferdn-alfa y que comprende al menos una porcién no polipeptidica
conjugada a al menos un residuo de lisina, o al grupo amino N terminal, de un polipéptido
del interferén-alfa que comprende una secuencia la cual (a) difiere en 1 a 16 posiciones
de aminoacidos (tal como en 1-15 posiciones de aminoacidos, en 1-14 posiciones de
aminodcidos, en 1-13 posiciones de aminoacidos, en 1-12 posiciones de aminoacidos, en
1-11 posiciones de, aminoacidos, en 1-10 posiciones de aminoacidos, en 1-9 posiciones
de aminoécidos, en 1-8 posiciones de aminoacidos, en 1-7 posiciones de aminoacidos,
en 1-6 posiciones de aminoacidos, en 1-5 posiciones de aminoécidos, en 1-4 posiciones
de aminodcidos, en 1-3 posiciones de aminoacidos, o en 1-2 posiciones de aminoacidos)
a partir de SEQ ID NO: y (b) comprende una o mas sustituciones relativas a SEQ |ID NO:
1 seleccionadas a partir del grupo que consiste de F48A/L; V51P; F55A; F65A; FGBP,
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L111A; y V114P. Algunos de dichos conjugados comprenden una secuencia polipeptidica

que comprende adicionalmente uno 0 méas aminoéacidos adicionales, como una metionina
afiadida al extremo N terminal. Algunos conjugados de conformidad con este aspecto
comprenden al menos un residuo removido de lisina y/o al menos un residuo removido de
histidina, y/o al menos un residuo introducido de lisina.

La invencién también provee un conjugado que exhibe una actividad de
interferon-alfa y que comprende al menos una porcién no polipeptidica conjugada a al
menos un residuo de lisina, o al grupo amino N terminal, de un polipéptido de interferon-
alfa que comprende una secuencia la cual (a) difiere en 0 a 16 posiciones de aminoacidos
a partir de SEQ ID NO: 13 (tal como en 0-15 posiciones de aminoacidos, en 0-14
posiciones de aminoéacidos, en 0-13 posiciones de aminoacidos, en 0-12 posiciones de
aminoécidos, en 0-11 posiciones de aminoacidos, en 0-10 posiciones de aminoacidos, en
0-9 posiciones de aminoacidos, en 0-8 posiciones de aminoacidos, en 0-7 posiciones de
aminoéacidos, en 0-6 posiciones de aminoacidos, en 0-5 posiciones de aminoéacidos, en 0-
4 posiciones de aminoacidos, en 0-3 posiciones de aminoacidos, en 0-2 posiciones de
aminoécidos, o en 0-1 posiciones de aminoacidos) y (b) comprende uno o méas de: Ala o
Leu en la posicién 48; Pro en la posicidon 51; Ala en la posicién 55; Ala en ia posicién 65;
Pro en la posicion 68; Ala en la posicion 111; y Pro en la posicion 114 (numeracion de la
posicidn en relacion con SEQ ID NO: 13), algunos de dichos conjugados comprenden una
secuencia polipeptidica la cual comprende una Ala o una Leu en la posicion 48. Algunos
de dichos conjugados comprenden una secuencia polipeptidica la cual comprende una
Ala en la posicion 48. En algunos casos, la parte polipeptidica del conjugado comprende

adicionalmente una o0 mas sustituciones relativas a SEQ ID NO: 13 seleccionadas a partir
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del grupo que consiste de H47Q; V51A; Q52P/E; AS3T, F55S; L56V. F57L, Y58H; M61I;

N113K; V114E; y E160D. Algunos de dichos conjugados comprenden una secuencia
polipeptidica que comprende adicionalmente uno o0 méas aminoacidos adicionales, como
una metionina afadida al extremo N terminal. Algunos conjugados de conformidad con
este aspecto comprenden al menos un residuo removido de lisina y/o al menos un
residuo removido de histidina, y/o al menos un residuo introducido de lisina.

En otro aspecto, la invencidon se refiere a un conjugado que exhibe una
actividad de interferdn-alfa y que comprende al menos una porcion no polipeptidica
conjugada a al menos un residuo de lisina, o al grupo amino N terminal, de un polipéptido
de interferén-alfa que comprende una secuencia la cual (a) difiere en 1 a 16 posiciones
de aminoacidos ({tal como en 1-15 posiciones de aminoacidos, en 1-14 posiciones de
aminoécidos, en 1-13 posiciones de aminoacidos, en 1-12 posiciones de aminoacidos, en
1-11 posiciones de aminoacidos, en 1-10 posiciones de aminoacidos, en 1-9 posiciones
de aminoéacidos, en 1-8 posiciones de aminoéacidos, en 1-7 posiciones de aminoacidos,
en 1-6 posiciones de aminoacidos, en 1-5 posiciones de aminoacidos, en 1-4 posiciones
de aminoéacidos, en 1-3 posiciones de aminoacidos, o en 1-2 posiciones de aminoacidos)
a partir de SEQ ID NO: 38 y (b) comprende una o mas sustituciones relativas a SEQ 1D
NO: 36 seleccionadas a partir del grupo que consiste de M21A; 124P; F48A/L; T51P,
S55A; F65A; F68P; FS0A; M33P; L111A; V114P; F124A; 1127P; y E160D. Algunos de
dichos conjugados comprenden una secuencia polipeptidica que comprende
adicionalmente uno o mas aminoacidos adicionales, como una metionina afladida al

extremo N terminal. Algunos conjugados de conformidad con este aspecto comprenden al
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menos un residuo removido de lisina y/o al menos un residuo removido de histidina, y/o al

menos un residuo introducido de lisina.

La invencién también provee un conjugado que exhibe una actividad de
interferdn-alfa y que comprende al menos una porcién no polipeptidica conjugada a al
menos un residuo de lisina, o al grupo amino N terminal, de un polipéptido interferdn-alfa
que comprende una secuencia la cual (a) difiere en 0 a 16 posiciones de aminoacidos (tal
como en 0-15 posiciones de aminoacidos, en 0-14 posiciones de aminoacidos, en 0-13
posiciones de aminodcidos, en 0-12 posiciones de aminoacidos, en 0-11 posiciones de
aminoacidos, en 0-10 posiciones de aminoé4cidos, en 0-9 posiciones de aminoacidos, en
0-8 posiciones de aminodcidos, en 0-7 posiciones de aminoacidos, en 0-6 posiciones de
aminoacidos, en 0-5 posiciones de aminoéacidos, en 0-4 posiciones de aminoaciios, en O-
3 posiciones de aminoacidos, en 0-2 posiciones de aminoécidos, o en 0-1 posiciones de
aminodcidos) a partir de SEQ ID NO: 38 y (b) comprende uno o mas de: Ala en la
posicién 21; Pro en la posicién 24; Ala o Leu en la posicion 48; Pro en la posicion 51; Ala
en la posicién 55; Ala en la posicién 65; Pro en la posicién 68; Ala en la posicién 90; Pro
en la posicién 93; Ala en la posiciéon 111; Pro en la posicién 114; Ala en la posicién 124;
Pro en la posicién 127; y Glu en la posicién 160 (numeracién de la posicién en relacién
con SEQ ID NO: 38). Algunos de dichos conjugados comprenden una secuencia
polipeptidica la cual comprende una Ala o una Leu en la posicion 48. Algunos de dichos
conjugados comprenden una secuencia polipeptidica la cual comprende una Ala en la
posicion 48. En algunos casos, la parte polipeptidica del conjugado comprende
adicionalmente una o mas sustituciones a SEQ ID NO: 38 seleccionadas a partir del

grupo que consiste de P26L; H47Q; V51T, F55P/S; L56V. Y58H; L60M; FO0Y; MS3L;
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N95D; N113K; V114E; R125Q; T132K; y F154L. Algunos de dichos conjugados

comprenden una secuencia polipaeptidica que comprende adicionalmente uno o mas
aminoacidos adicionales, como una metionina afiadida al extremo N terminal. Algunos
conjugados de conformidad con este aspecto comprenden al menos un residuo removido
de lisina y/o al menos un residuo removido de histidina, y/o al menos un residuo
introducido de lisina.

Algunos conjugados de la invencidn comprenden una secuencia
polipeptidica que comprende una sustitucion de un residuo de aminoacido para un
residuo diferente de aminoéacido, o una delecién de un residuo de aminoéacido, ia cual
remueve una o mas lisinas, tal como, uno o0 mas de K31, K50, K71, K84, K122, K133,
K134, K135, y/o K165 a partir de un polipéptido de la invencion tal como, por ejemplo,
ono de SEQ ID NOs: 2-35 y 37-44. El uno o mas residuos de lisina a ser removidos se
pueden sustituir con cualquier otro aminoacido, se pueden sustituir con una Arg (R) o Gin
(Q), o se pueden deletar.

En los casos en donde se emplearon quimicas de conjugacién amina
reactiva, se puede evitar de manera ventajosa o minimizar el potencial para conjugacion a
los residuos de histidina. Por lo tanto, algunos conjugados de la invencidn comprenden
una secuencia polipeptidica que comprende una sustitucién o una delecién la cual
remueve una o mas histidinas, por ejemplo, H7, H11, H34, y/o H47 (relativa a SEQ ID
NO: 1) a partir de cualquier secuencia polipeptidica de la invencién tal como, por ejemplo,
una de una de SEQ ID NOs: 2-35 y 37-44. El uno o mas residuos de histidina a ser

removidos se pueden sustituir con cualquier otro aminoacido, se pueden sustituir con una
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Arg (R) o Gin {Q), o se pueden deletar. Algunos de dichos conjugados comprenden las

sustituciones H34Q; H47Q; o H34Q+H47Q.

Altemnativamente, o en adiciébn, algunos conjugados de la invencién
comprenden una secuencia polipeptidica que comprende una modificacién la cual
introduce una lisina dentro de una posicién que esta ocupada en la secuencia parental
(por ejemplo, una de SEQ ID NOs: 2-35 y 37-44) por un residuo de aminoacido que esta
expuesto a la superficie de la molécula, por ejemplo, uno que tiene al menos 25%, tal
como al menos 50% de su cadena lateral expuesta a la superficie. Algunos de dichos
conjugados comprenden una secuencia polipeptidica que comprende una o mas de las
siguientes sustituciones, relativas a SEQ ID NO: 1, la cual introduce un residuo de lisina
dentro de una posicién la cual se pronostica que estd expuesta en la superficie de la
molécula con mas de una ASA fraccional al 25%: D2K, L3K, P4K, Q5K, T6K, H7K, S8K,
L9K, G10K, R12K, R13K, M16K, A19K, Q20K, R22K, R23K, 124K, S25K, L26K, F27K,
S28K, L30K, R33K, H34K, D35K, R37K, Q40K, E41K, E42K, D44K, N46K, H47K, Q49K,
V51K, Q52K, ESIK, Q62K, QB3K, N66K, S69K, T70K, D72K, S74K, A75K, D78K, E79K,
T8OK, L81K, EB3K, 187K, FOOK, Q91K, N94K, DO5K, E97K, ASBK, V100K, M101K,
Q102K, E103K, V104K, G105K, E107K, E108K, T109K, P110K, L111K, M112K, N113K,
VI14K, D115K, L118K, R121K, Q125K, R126K, T128K, L129K, T132K, E133K, Y136K,
S137K, P138K, A146K, M149K, R150K, S153K, F154K, N157K, Q159K, E160K, S161K,
L162K, R 163K, S164K, y E 166K, dichas posiciones de los residuos de aminoacidos
relativas a SEQ ID NO: 1:

Algunos de dichos conjugados de la invencién comprenden una secuencia

polipeptidica que comprende uno o mas de las siguientes sustituciones, relativas a SEQ
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ID NO: 1, la cual introduce un residuo de lisina dentro de una posicidn la cual se

pronostica que estd expuesta en la superficie de la molécula con mas de una ASA
fraccional al 50%: D2K, L3K, P4K, Q5K, T6K, H7K, S8K, L9K, R12K, R13K, M16K, A19K,
S25K, F27K, $28K, R33K, H34K, D35K, R37K, E41K, D44K, N46K, H47K, Q49K, N66K,
A75K, D78K, E79K, T80K, E83K, I87K, FOOK, Q91K, N94K, D85K, M101K, Q102K,
E103K, G105K, E107K, E108K, T109K, P110K,L111K, V114K, DI 15K,L118K, R121K,
Q125K, R126K, L129K, T132K, E133K, P138K, R150K, E160K, L162K, R163K, S164K y
E166K, dichas posiciones de los residuos de aminoacidos relativas a SEQ ID NO: 1.

Se debe entender que aunque los ejemplos de modificaciones al polipéptido
parental generalmente se proveen en la prasente invencién en relacién con la secuencia
SEQ ID NO: 1 (o relativa a alguna otra secuencia especificada), las modificaciones
descritas también se pueden slaborar en pasiciones equivalentes de aminoacidos de
otros polipéptidos de la invencidn (incluyendo SEQ D NOs: 2-35 y 37-44 y variantes de
los mismos) descritos en la presente invencién. Por lo tanto, como un ejemplo, se
entiende que la sustitucion H47K relativa a SEQ ID NO: 1 corresponde a Q47K en SEQ
ID NO: 37, y asl sucesivamente.

Las porciones no polipeptidicas contempladas para este aspecto de la
invencién incluyen moléculas poliméricas, tales como cualesquiera de las moléculas
mencionadas en la seccién titulada "conjugacién a una molécula polimérica”, tal como
PEG o mPEG o mPEG2. La conjugacion entre el polipéptido que contiene lisina y la
molécula polimérica se puede lograr de cualquier forma adecuada, por ejemplo como se
describe en la seccidn titulada "conjugacién a una molécula polimérica®, por ejemplo

utilizando un método de un paso o de la manera paso a paso referida en dicha seccion.
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Cualquier método ejemplar para PEGilar el polipéptido de interferén-alfa es unir

covalentemente el PEG a los residuos de lisina utilizando los PEGs reactivos a lisina, tal
como se describe en el ejemplo 5 a continuacibn. Numerosos PEGs altamente
especificos, reactivos a lisina (tales como por ejemplo, succinimidil propionato (SPA),
succinimidil butanoato (SBA), N-hidroxilsuccinimida (NHS), y aldehido (por ejemplo,
ButyrALD)) y PEGs lineales o ramificados de diferente tamafio (por ejemplo, 2-40 kDa,
tales como 2 kDa, 5 kDa, 12 kDa, 15 kDa, 20 kDa, 30 kDa, o 40 kDa) estan
comercialmente disponibles, por ejemplo a partir de Nektar Therapeutics Inc., Huntsville,
AL, EUA, o SunBio, Anyang City, Corea del sur.

En otro aspecto, la invencion incluye una composicion que comprende una
poblacién de conjugados en donde la mayoria de los conjugados de dicha poblacién
contiene cada uno una porcion no polipeptidica particular (tal como, una molécula
polimérica particular, por ejemplo, un PEG particular, tal como un PEG lineal o un PEG
ramificado) covalentemente unida a un residuo particular de lisina o grupo amino N-
terminal del polipéptido. Por ejemplo, una composicion "monoconjugada® (tal como, un
"monoPEGilado™) de la invencién comprende uno o mas "isémeros posicionales” de dicho
conjugado, en donde cada isdmero posicional contiene una porcién no polipeptidica
particular {por ejemplo, una molécula PEG particular) covalentemente unida a un residuo
particular de lisina del polipéptido.

La invencion incluye una composicién monoPEGilada que comprende una
poblacién de conjugados, en donde la mayoria de los conjugados de dicha poblacion son
isdmeros posicionales cada uno conteniendo una molécula PEG particular (tal como, un

PEG lineal o ramificado, tal como una molécula mPEG o mPEG2 de 2 kDa, 5 kDa, 12
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kDa, 15 kDa, 20 kDa, 30 kDa, o 40 kDa) covalentemente unida a un residuo particular de

lisina de un polipéptido de la invencién.

Algunos de dichos isbmeros posicionales contiene una molécula de PEG
particular covalentemente unida a un residuo de lisina seleccionado a partir de K31, K50,
K71, K84, K122, K134, K135, y K165. Algunos de dichos isémeros posicionales contiene
una molécula de PEG particular covalenten_\ente unida a un residuo de lisina
seleccionado partir de K31, K122, K135, y K165. Algunos de dichos isémeros
posicionales contiene una moiécula de PEG particular covalentemente unida a un residuo
de lisina seleccionado partir de K31, K122, y K135, tal como, una molécula particular de
PEG covalentemente unida a un residuo de lisina seleccionado partir de K31 y K122; K31
y K135; 0 K122 y K135.

El ejemplo 5 en la presente invencion describe ia preparacion de
composiciones monoPEGiladas de la invencién. Una composicion monoPEGilada de un
polipéptido de la invencién identificada en la presente invencién como 14epi 18 (SEQ ID
NO: 13) reacciond con un PEG ramificado de 40 kDa (mPEG2-NHS) de conformidad con
el procedimiento del ejemplo 5 contiene predominantemente dos isdmeros posicionales,
una con un una porcién PEG particular covalentemente unida a Lys122 y otra con una
porcion PEG particular covalentemente unida a Lysl35. Por consiguiente, la invencién
incluye una composicién (por ejemplo una composicion monoPEGilada), dicha
composicién comprendiendo un polipéptido conjugado que comprende la secuencia SEQ
ID NO: 13 en donde una porcién PEG covalentemente unida a Lys 122 o Lys 135. La
invenciéon también incluye una composicion (por ejemplo una composicion

monoPEGilada), dicha composicibn que comprende un polipéptido conjugado que
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comprende la secuencia SEQ ID NO: 13 en donde una porcion PEG de 40 kDa (por

ejemplo, una porcién PEG ramificado de 40 kDa) esta covalentemente unida a Lys122 o
Lys135.

Una composicibn monoPEGilada de otro polipéptido de la invencién
ejemplar, identificado en la presente invencién como 25epi 19 (SEQ ID NO: 38), cuando
se hace reaccionar con un PEG ramificado de 40 kDa (mPEG2-NHS) de conformidad con
el procedimiento del ejemplo 5 predominantemente contiene tres isbmeros posicionales,
uno con una porcion PEG particular covalentemente unida a Lys 31, otro con una porcién
PEG particular covalentemente unida a Lys 122, y otro con una porcién PEG particular
covalentemente unida a Lys 135. Por consiguiente, la invencion incluye una compaosicion
(por ejemplo una composicién monoPEGilada), dicha composicion comprendiendo un
polipéptido conjugado que comprende la secuencia SEQ ID NO: 38 en donde una porcién
PEG esta covalentemente unida a Lys31, Lys122, o Lys135. La invencion también incluye
una composicion (por ejemplo una composicion monoPEGilada), dicha composicion que
comprende a polipéptido conjugado que comprende la secuencia SEQ ID NO: 38 en
donde una porcion PEG de 40 kDa (por ejemplo, una porcién PEG ramificado de 40 kDa)

esta covalentemente unida a Lys31, Lys122, o Lys135.

Conjugado de la invencién en donde la porcién no polipeptidica se une a un

residuo de cisteina

En un aspecto, la invencién se refiere a un conjugado que exhibe una
actividad de interferbn-alfa y que comprende al menos una porcién no polipeptidica

conjugada a al menos un residuo de cisteina de un polipéptido de interferbn-alfa que
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comprende una secuencia la cual (a) difiere en 1 a 18 posiciones de aminoacidos (tal

como en 1-15 posiciones de aminoacidos, en 1-14 posiciones de aminoécidos. en 1-13
posiciones de aminoacidos, en 1-12 posiciones de aminoacidos, en 1-11 posiciones de
aminoacidos, en 1-10 posiciones de aminoacidos, en 1-9 posiciones de aminoacidos, en
1-8 posiciones de aminoacidos, en 1-7 posiciones de aminoacidos, en 1-6 posiciones de
aminoacidos, en 1-5 posiciones de aminoécidos, en 1-4 posiciones de aminoacidos, en 1-
3 posiciones de aminoacidos, o en 1-2 posiciones de aminoacidos) a partir de SEQ ID
NO: y (b) comprende una o mas sustituciones relativas a SEQ ID NO: seleccionadas a
partir del grupo que consiste de F48A/L; V51P; F55A; FB5A; F68P; L111A; y V114P.
Algunos conjugados de conformidad con este aspecto comprenden al menos un residuo
introducido de cisteina.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un conjugado que exhibe una
actividad de interferdn-alfa y que comprende al menos una porcién no polipeptidica
conjugada a al menos un residuo de cisteina de un polipéptido de interferén-alfa que
comprende una secuencia la cual (a) difiere en 1 a 16 posiciones de aminoacidos (tal
como en 1-15 posiciones de aminoacidos, en 1-14 posiciones de aminoacidos, en 1-13
posiciones de aminoacidos, en 1-12 posiciones de aminodacidos, en 1-11 posiciones de
aminoacidos, en 1-10 posiciones de aminoacidos, en 1-9 posiciones de aminoacidos, en
1-8 posiciones de aminoéacidos, en 1-7 posiciones de aminoacidos, en 1-6 posiciones de
aminoécidos, en 1-5 posiciones de aminoacidos, en 1-4 posiciones de aminoacidos, en 1-
3 posiciones de aminoacidos, o en 1-2 posiciones de aminoacidos) a partir de SEQ ID
NO: 36 y (b) comprende una o mas sustituciones relativas a SEQ ID NO: 36
seleccionadas a partir del grupo que consiste de M21A; 124P; F48A/L;T51P; S55A; FB5A;
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FE8P; F90A; MI93P; L111A;VI 14P; F124A; 1127P; y E160D. Algunos conjugados de

conformidad con este aspecto compranden al menos un residuo introducido de cisteina.

Por ejemplo, algunos conjugados de la invencidn comprenden una
secuencia polipeptidica que comprende adicionalmente una o mas de las siguientes
sustituciones, relativas a SEQ ID NO: 1, la cual introduce un residuo de cisteina dentro de
una posicién la cual se pronostica que esta expuesta en la superficie de la molécula con
mas de una ASA fraccional al 25%: D2C, L3C, P4C, Q5C, T6C, H7C, S8C, LSC, G10C,
R12C, R13C, M16C, A19C, Q20C, R22C, R23C, 124C, S25C, L26C, F27C, S28C, L30C,
K31C, R33C, H34C, D35C, R37C, Q40C, E41C, E42C, D44C, N46C, H47C, Q49C,
K50C, V51C, Q52C, E59C, Q62C, Q63C, N66C, S69C, T70C, K71C, D72C, S74C, A75C,
D78C, E79C, T80C, L81C, E83C, K84C, i87C, F90C, Q91C, N94C, D95C, E97C, AS8C,
V100C, M101C, Q102C, E103C, V104C, G105C, E107C, E108C, T109C, P110C, L111C,
M112C, N113C, VI14C, D115C, L118C, R121C, K122C, Q125C, R126C, T128C, L129C,
T132C, E133C, K134C, K135C, Y136C, S137C, P138C, A146C, M149C, R150C, S153C,
F154C, N157C, Q159C, E160C, S161C, L162C, R163C, S$164C, K165C y E166C, dichas
posiciones de los residuos de aminoacidos relativas a SEQ ID NO: 1.

Algunos de dichos conjugados de la invencibn comprenden una secuencia
polipeptidica que comprende adicionalmente una o méas de las siguientes sustituciones,
relativas a SEQ IDNO: 1, la cual introduce un residuo de cisteina dentro de una posicién
la cual se pronostica que esta expuesta en la superficie de la molécula con mas de una
ASA fraccional al 50%: D2C, L3C, P4C, Q5C, T6C, H7C, S8C, L9C, R12C, R13C, M16C,
A19C, S25C, F27C, $28C, K31C, R33C, H34C, D35C, R37C, E41C, D44C, N46C, H47C,
Q49C, K50C, N66C, K71C, A75C, D78C, E79C, TB0OC, E83C, K84C, I87C, FS0C, Q81C,

A
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N94C, D95C, M101C, Q102C, E103C, G105C, E107C, E108C, T108C, P110C, L111C,

V114C, DI15C, L118C, R121C, K122C, Q125C, R126C, L129C, T132C, E133C, K135C,
P138C, R150C, E160C, L162C, R1683C, S164C, K165C y E166C, dichas posiciones de
los residuos de aminoacidos relativas a SEQ ID NO: 1.

Se debe entender que aunque generaimente se proveen en la presente
invencion los ejemplos de modificaciones al polipéptido parental en relacién con la
secuencia SEQ ID NO: (o relativa a alguna otra secuencia especificada), las
modificaciones descritas también se pueden elaborar en posiciones equivalentes de
aminoacidos de otras polipéptidos de la invencién (incluyendo SEQ ID NOs: 2-35 y 3744
y variantes de las mismas) descritas en la presente invencion. Por lo tanto, como un
ejemplo, se entiende que la sustitucion H47C relativa a SEQ ID NO: 1 comesponde a
Q47C en SEQ ID NO: 37, y asl sucesivamente.

En algunos casos, solamente un residuo particular de cisteina se introduce
con el objeto de evitar la formacién de enlaces disulfuro entre dos o mas residuos
introducidos de cisteina.

En los interferones alfa, los enlaces disulfuro se forman entre las cisteinas
en las posiciones 1/99 y 29/139. El enlace disulfuro 29/139 es esencialmente para la
actividad bioldgica, mientras que el enlace 1/99 se puede reducir sin afectar
significativamente la actividad bioldgica (Beilharz M. W. et al. (1986) J. Interferon Res. 6
(6): 677-685). Por lo tanto, en otro aspecto de la invencién uno de C1 o C99 se remueve,
preferiblemente mediante sustitucién, por sjemplo C1S o C99S, dejando asi al otro

residuo de cistelna disponible para conjugacién con una porcién no polipeptidica.

128
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Las porciones no polipeptidicas contemplated en este aspecto de la

invencidn incluyen moléculas poliméricas, tales como cualesquiera de las moléculas
mencionadas en la seccién titulada "conjugacién a una molécula polimérica", tales como
PEG o mPEG. La conjugacidn entre el polipéptido que contiene cisteina y la molécula
polimérica se puede lograr de cualquier forma adecuada, por ejemplo como se describe
en la seccion titulada "conjugacién a una molécula polimérica”, por ejemplo utilizando un
método de un paso o de la manera paso a paso referida en dicha secciéon. Un método
ejemplar para PEGilar el polipéptido de interferdn-alfa. es unir covalentemente el PEG a
los residuos de cistelna utilizando PEGs reactivos a cistelna. Numerosos PEGS
altamente especificos, reactivos a cistelna con diferentes grupos (por ejemplo ortopiridil-
disulfuro (OPSS), maleimida (MAL) y vinilsulfona (VS)) y PEGs lineales o ramificados de
diferente tamafio (por ejemplo, 2-40 kDa, tales como 2 kDa, 5 kDa, 12 kDa, 15 kDa, 20
kDa, 30 kDa, o 40 kDa) estan comercialmente disponibles, por ejemplo a partir de Nektar

Therapeutics Inc., Huntsville, AL, EUA, o SunBio, Anyang City, Corea del sur.

Porcién no polipeptidica del conjugado de la invencién

Como se indicd anteriormente, la porcién no polipeptidica del conjugado de
la invencién generalmente se selecciona a partir del grupo que consiste de una molécula
polimérica, un compuesto lip&filo, una porcién de azicar (por ejemplo, por medio de N-
glicosilacion in vivo) y un agente derivado orgénico. Todos estos agentes pueden conferir
propiedades deseables a la parte polipeptidica del conjugado, tales como
inmunogenicidad reducida, vida media funcional in vivo incrementada, vida media en

suero incrementada, biodisponibilidad incrementada y/o AUC,. incrementada. La parte
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polipeptidica del conjugado frecuentemente esta conjugada a solamente un tipo de

porcién no polipeptidica, pero también se puede conjugar a dos o mas diferentes tipos de
porciones no polipeptidicas, por ejemplo a una molécula polimérica y a una porcién de
azlcar, etc. La conjugacion a dos o méas porciones diferentes no polipeptidicas se puede
realizar simultineamente 0 secuenciaimente. La eleccién de la porcién/porciones no
polipeptidicas, depende especialmente del efecio deseado que se desea lograr por la
conjugacién. Por ejemplo, se ha encontrado que las porciones de azicar son
particularmente Utiles para reducir la inmunogenicidad, mientras que las moléculas
poliméricas tales como PEG son de uso particular para incrementar la vida media
funcional in vivo y/o la vida media en suero. Utilizando una combinacion de una molécula
polimérica y una porcién de azlcar puede mejorar la reduccién en inmunogenicidad y el
incremento en vida media functional in vivo o en vida media en suero.

En las siguientes secciones se describen "la conjugacion a un compuesto
lipéfilo”, "conjugaciéon a una molécula polimérica”, "conjugacion a una porcién de azicar”
y "conjugacién a un agente derivado organico”, conjugacién a tipos especlficos de

porciones no polipeptidicas.

Conjugacién a un compuesto lipéfilo

Para la conjugacibn a un compuesto liptfilo los siguientes grupos
polipeptidicos pueden funcionar como grupos de unién: el N terminal o C terminal del
polipéptido, los grupos hidroxi de los residuos de aminoacidos Ser, Thr o Tyr, los grupos
s-amino de Lys, el grupo SH de Cys o el grupo carboxilo de Asp y Glu. El polipéptido y el

compuesto liptfilo se pueden conjugar entre sl ya sea directamente o mediante el uso de
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un enlazador. El compuesto lip6filo puede ser un compuesto natural tal como un acido

graso saturado o insaturado, una dicetona de acido graso, un terpeno, ununa
prostaglandina, una vitamina, un carotenoide o esteroide, o0 un compuesto sintético tal
como un acido carbénico, un alcoﬁol. una amina y acido sulfénico con uno o mas alquilo,
arilo, alquenilo o otros muiltiples compuestos insaturados. La conjugacién entre el
polipéptido y el compuesto lipéfilo, opcionalmente a través de un enlazador se puede
realizar de conformidad con los métodos conocidos en la técnica, por ejemplo como se
describe por Bodanszky en Peptide Synthesis, John Wiley, New York, 1976 y en WO
96/12505.

Conjugacién a una molécula polimérica

La molécula polimérica a ser acoplada al polipéptido puede ser cualquier
molécula polimérica adecuada, tal como un homopolimero ¢ heteropolimero natural o
sintético, tipicamente con un peso molecular en el intervalo de aproximadamente 300-
100,000 Da, tal como aproximadamente 1000-50,000 Da, por ejemplo en el intervalo de
aproximadamente 1000- 40,000 Da. Mas particulamente, la molécula polimérica, tal
como PEG, en particular mPEG, tipicamente tendrd un peso molecular de
aproximadamente 2, 5, 10, 12, 15, 20, 30, 40 o 50 kDa, en particular un peso molecular
de aproximadamente § kDa, aproximadamente 10 kDa, aproximadamente 12 kDa,
aproximadamente 15 kDa, aproximadamente 20 kDa, aproximadamente 30 kDa o
aproximadamente 40 kDa. La molécula PEG puede estar ramificada (por ejemplo,

mPEG2), o puede no estar ramificada (por ejemplo, lineal).
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Cuando se utiliza aproximadamente en las moléculas polimén'cas en la

presente invencidn, la palabra "aproximadamente™ indica un peso molecular promedio
aproximado y refleja el hecho de que habra normalmente una cierta distribucién de peso
molecular en una preparacion polimérica dada.

Los ejemplos de homopolimeros incluyen un poliol (por ejemplo poli-OH),
una poliamina (por ejemplo poli-NH3) y un acido policarboxilico (por ejemplo poli-COOH).
Un heteropolimero es un polimero del cual comprende uno o mas diferentes grupos de
acoplamiento, tales como un grupo hidroxilo y un grupo amina.

Los ejempios de moléculas poliméricas adecuadas inciluyen moiécuias
poliméricas seleccionadas a partir del grupo que consiste de Oxido de polialquileno
(PAQ), incluyendo polialquilenglicol (PAG), tal como polietilenglicol (PEG) y
polipropilenglicol (PPG), PEGs ramificados (PEG2), poli-vinil alcohol (PVA), poli-
carboxilato, poli-(vinilpirrolidona), anhidrido de &cido polietilen-co-maléico, anhidrido de
acido poliestiren-co-malico, dextran incluyendo carboximetil-dextran, o cualquier otro
biopolimero adecuado para reducir la inmunogenicidad y/o incrementar la vida media
funcional in vivo y/o vida media en suero. Generalmente, los polimeros derivados de
polialquilenglicol son biocompatibles, no toxicos, no antigénicos, no inmunogénicos,
tienen diversas propiedades de solubilidad en agua, y se excretan faciimente a partir de
organismos vivos.

PEG es la molécula polimérica preferida a ser utilizada, puesto que
solamente tiene pocos grupos reactivos capaces de formar enlaces cruzados en
comparacion con por ejemplo polisacaridos tal como dextran. En particular, el PEG

monofunctional, por ejemplo monometoxipolietilenglicol (MPEG), es de interés puesto que
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su quimica de acoplamiento es relativamente simple (solamente un grupo reactivo esta

disponible para conjugacién con grupos de union en el polipéptido). Consecuentements,
se elimina el riesgo de formacién de enlaces cruzados, los polipéptido conjugados
resultantes son mas homogéneos y la reaccion de las moléculas poliméricas con el
polipéptido es mas facil de controlar.

Para llevar a cabo la unién covalente de las moléculas poliméricas al
polipéptido, fos grupos terminales hidroxilo de la molécula poliméricas se deben proveer
en forma activa, por ejemplo con grupos funcionales reactivos (ejemplos de los cuales
incluyen grupos amino primarios, hidrazida (HZ), tiol, succinato (SUC), succinimidil
succinato (SS), succinimidil succinamida (SSA), succinimidil propionato (SPA),
succinimidil butanoato (SBA), succinimidil carboximetilato (SCM), benzotriazol carbonato
(BTC), N-hidroxisuccinimida (NHS), aldehido, nitrofenilcarbonato (NPC), y tresilato
(TRES)). Las moléculas poliméricas activadas de manera adecuada esté comercialmente
disponibles, por ejemplo a partir de Nektar Therapeutics, Inc., Huntsville, AL, EUA;
PolyMASC Phamaceuticals pic, RU; o SunBio Corporation, Anyang City, Corea del sur.
Alternativamente, las moléculas poliméricas se pueden activar mediante métodos
convencionales conocidos en la técnica, por ejemplo como se describe en WO 80/13540.
Los ejemplos especificos de moléculas poliméricas lineales o ramificadas activadas
adecuadas para uso en la presente invencion se describen en the Nektar Therapeutics,
Inc. 2003 Catalog ("Nektar Molecule Engineering: Poliyethylen Glycol and Derivatives for
Advanced Pegylation, Catalog 2003"), incorporado como referencia en la presente
invencion. Los ejemplos especificos de polimeros PEG activados incluyen los siguientes

PEGs lineales: NHS-PEG, SPA-PEG, SSPA-PEG, SBA-PEG, SS-PEG, SSA-PEG, SC-
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PEG, SG-PEG, SCM-PEG, NOR-PEG, BTC-PEG, EPOX-PEG, NCO-PEG, NPC-PEG,

CDI-PEG, ALD-PEG, TRES-PEG, VS-PEG, OPSS-PEG, IODO-PEG, y MAL-PEG, y
PEGs ramificados, tales como PEG2-NHS, PEG2-MAL, y aquellos descritos en US
5,932,462 y US 5,643,675, ambos incorporados en la presente invencibn como
referencias. Ademas, las siguientes publicaciones, incorporados en la presente invencion
como referencias, describen moléculas poliméricas Utiles y/o quimicas de PEGilacién: US
5,824,778, US 5,476,653, WO 97/32607, EP 229,108, EP 402,378, US 4,902,502, US
5,281,698, US 5,122,614, US 5,219,564, WO 92/16555, WO 94/04193, WO 94/14758,
WO 94/17039, WO 94/18247, WO 94/28024, WO 95/00162, WO 95/11924, WO
95/13090, WO 95/33490, WO 96/00080, WO 97/18832, WO 98/41562, WO 98/48837,
WO 99/32134, WO 99/32139, WO 99/32140, WO 96/40791, WO 98/32466, WO
95/06058, EP 439 508, WO 97/03106, WO 96/21469, WO 95/13312, EP 921 131, US
5,736,625, WO 98/05363, EP 809 996, US 5,629,384, WO 96/41813, WO 96/07670, US
5,473,034, US 5,516,673, EP 605 963, US 5,382,657, EP 510 356, EP 400 472, EP 183
503 y EP 154 316.

La conjugacidon del polipéptido y las moléculas poliméricas activadas se
lleva a cabo mediante cualquier método convencional, por ejemplo como se describe en
las siguientes referencias (las cuales también describen métodos adecuados para la
activacion de moléculas poliméricas). Harris y Zalipsky, eds., Poly(ethylene glycol)
Chemistry and Biological Applications, AZC, Washington; R. F. Taylor, (1991), "Protein
immobilisation. Fundamental and applications”, Marcel Dekker, N. Y.; S. S. Wong, (1992),
*Chemistry of Protein Conjugation and Crosslinking", CRC Press, Boca Raton; G. T.

Hermanson et al., (1993), "Immobilized Affinity Ligand Techniques”, Academic Press, N.Y.

\b
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Para la PEGilacidbn de residuos de cistelna el polipéptido usualmente se

trata con un agente reductor, tal como ditiotreitol (DDT) antes de la PEGilacién. El agente
raductor se remueve subsecuentemente mediante cualquier método convencional, tal
como mediante desalado. La conjugacion de PEG a un residuo de cisteina tipicamente
tomar lugar en un regulador de pH adecuado a pH 6-9 a temperaturas variables a partir
de 4°C a 25°C por periodos de hasta aproximadamente 16 horas. Los ejemplos de
polimeros PEG activados para el acoplamiento a residuos de cistelna incluyen los
siguientes PEG lineales y ramificados: vinilsulfona-PEG (PEG-VS), tal como vinilsulfona-
mPEG (mPEG-VS); ortopiridil-disulfuro-PEG (PEG-OPSS), tal como ortopiridil-disulfuro-
mPEG (mPEG- OPSS); y maleimida-PEG (PEG-MAL), tal como maleimida-mPEG
(mPEG-MAL) y maleimida ramificada-mPEG2 (mPEG2-MAL).

La pegilacion de lisinas frecuentemente emplea PEG-N-hidroxilsuccinimida
(por ejemplo, mMPEG-NHS ¢ mPEG2-NHS), o ésteres tales como PEG succinimidil
propionato (por ejemplo, mMPEG-SPA) o PEG succinimidil butanoato {(por ejemplo, mPEG-
SBA). Uno o mas PEGs se pueden unir a una protelna dentro de los primeros 30 minutos
a pH 8-9.5 a temperatura ambiente si se mezclan aproximadamente cantidades
equimolares de PEG y proteina. Una relacién molar de PEG con respecto a los grupos
amino de protelna de 1-5 a 1 usualmente serd adecuada. El incremento de pH
incrementa la velocidad de la reaccion, mientras que ia disminucién del pH reduce la
velocidad de la reaccion. Estos ésteres activos altamente reactivos se pueden acoplar a
pH fisiolégico, pero los derivados menos reactivos tipicamente requieren un mayor pH.
También se pueden emplear bajas temperaturas si se utiliza una proteina labil. Bajo

condiciones de baja temperatura, se pueds utilizar un tiempo de reaccién mas largo.

4
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La PEGilacién N-terminal se facilita por la diferencia entre los valores de

pKa del grupo a-amino del aminoacido N-terminal (~7.6 a 8.0) y el grupo e-amino de lisina
(~10). La PEGilacién del grupo amino N-terminal frecuentemente emplea PEG-aldehidos
(tal como mPEG-propionaldehido o mPEG-butilaldehido), los cuales son mas selectivos
para aminas y por lo tanto reaccionan menos probablemente con el grupo imidazol de la
histidina; ademas, los reactivos PEG utilizados para la conjugacion de lisina (tales como
mPEG-SPA, mPEG-SBA, o mPEG- NHS) también se pueden utilizar para la conjugacion
de la amina N-terminal. La conjugacién de un PEG-aldehido al grupo amino N terminal
tipicamente tomar lugar en un regulador de pH adecuado (tal como, regulador de pH con
acetato de sodio 100 mM o bifosfato sddico 100 mM con cianoborohidruro sédico 20 mM)
a pH ~5.0 durante toda la noche a temperaturas variables de aproximadamente 4°C a
25°C. Los métodos y quimicas atiles de PEGilacién N-terminal también se describen en la
Patente de E.U.A. 5,985,265 y Patente de E.U.A. 6,077,939, ambas incorporadas en la
presente invencién como referencias.

Tipicamente, los polimeros PEG o mPEG lineales tendran un peso
molecular de aproximadamente 5 kDa, aproximadamente 10 kDa, aproximadamente 12
kDa, aproximadamente 15 kDa, aproximadamente 20 kDa, o aproximadamente 30 kDa.
Los polimeros PEG ramificados (PEG2 o0 mPEG2) tipicamente tendran un peso molecular
de aproximadamente 10 kDa, aproximadamente 20 kDa, o aproximadamente 40 kDa. En
algunos casos, se pueden utilizar los reactivos PEG2 ramificados de mayor peso
molecular, tales como PEG2 de 20 kDa o 40 kDa, incluyendo por ejemplo PEGilacion
mPEG2- NHS para la lisina, PEGilacibn mPEG2-MAL para la cisteina, o PEGilacién del

MPEG2-aldehido por N-terminal (todos disponibles a partir de Nektar Therapeutics, Inc,

—1a3
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Huntsville AL). La estructura ramificada del compuesto PEG2 resulta en un volumen

molecular relativamente grande, de manera que menos moléculas unidas (o, una
molécula unida) pueden impartir las caracteristicas deseadas de la molécula PEGilada.

La persona experta en la técnica estd consciente de que el método de
activacion y/o la quimica de conjugacion a ser utilizado dependen de los grupos de unién
del polipéptido de interferdn-alfa asi como los grupos funcionales del polimero (por
ejemplo, siendo amino, hidroxilo, carboxilo, aldehido o sulfhidrilo). La PEGilacién se
puede dirigir hacia la conjugacién de todos los grupos de unidn disponibles al polipéptido
(por ejemplo dichos grupos de unién que se exponen en ia superficie del polipéptido) o
que se pueden dirigir hacia los grupos de unién especlficos, por ejemplo residuos de
cistelna, residuos de lisina, o el grupo amino N-terminal.

Ademas, la conjugacién se puede lograr en un paso o de manera paso a
paso (por ejemplo, se describe en WO 99/55377).

En algunos casos, la conjugacion del pollmero se lleva a cabo bajo
condiciones que tienen el objetivo de reaccionar tanto como sea posible de los grupos
poliméricos de unidn con las molécuias poliméricas. Esto se logra por medioc de un
exceso molar adecuado del polimero en relacidn con el polipéptido. Las relaciones
molares tipicas de moléculas poliméricas activadas con respecto al polipéptido son de
hasta aproximadamente 1000-1, tal como hasta aproximadamente 200-1 o hasta
aproximadamente 100-1. En algunos casos, la relacién puede ser de alguna manera
menor, sin embargo, tal como hasta aproximadamente 50-1, 10-1 o 5-1. También se

pueden utilizar relaciones equimolares.
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También se contempla de conformidad con la invencidn acoplar las

moléculas poliméricas al polipéptido a través de un enlazador. Los enlazadores
adecuados se conocen bien por aquellos expertos en la técnica. Un ejemplo preferido es
cloruro cianarico (Abuchowski et al., (1977), J. Biol. Chem., 252, 3578-3581;, US
4,179,337, Shafer et al., (1986), J. Polym. Sci. Polym. Chem. Ed., 24, 375-378).

De manera subsecuente las moléculas poliméricas activadas por
conjugacion residual son bloqueadas de conformidad con los métodos conocidos en la
técnica, por ejemplo mediante la adicion de una amina primaria a la mezcla de reaccion, y
las moléculas poliméricas inactivadas resultantes se remueven mediante un método
adecuado.

El acoplamiento covalente in vitro de una porcién de azdcar con respecto a
los residuos de aminoacidos de interferdn-aifa se puede utilizar para modificar o
incrementar el nimero o perfil de los sustituyentes de aztcar. Dependiendo del modo de
acoplamiento utilizado, el carbohidrato(s) a ser unnido a a) arginina e histidina (Lundblad
y Noyes, Chemical Reagents for Protein Modification, CRC Press Inc. Boca Raton,
Florida), b) grupos carboxilo libres (por ejemplo del residuo aminoacido C-terminal,
asparagina o glutamina), c) grupos sulfhidrilo libres tales como aquel de la cistaina, d)
grupos hidroxilo libres tales como aquellos de la serina, treonina, tirosina o hidroxiprolina,
e) residuos aromaticos tales como aquellos de la fenilalanina o triptofano o f) el grupo
amida de la glutamina. Estos residuos de aminoacidos constituyen ejemplos de grupos de
unidén para una porcion de azucar, la cual se puede introducir y/o remover en el
polipéptido de interferén-alfa. Los métodos adecuados de acoplamiento in vitro se

describen en WO 87/05330 y en Aplin et al., CRC Crit Rev. Biochem., pp. 258-306, 1981.

175
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El acoplamiento in vitro de porciones de azicar o PEG a residuos de Gin unidos a la

proteina o al péptido también se puede llevar a cabo por las transglutaminasas (TGasas),
por ejemplo como se describe por Sato et al., 1996 Biochemistry 35, 13072-13080 o en
EP 725145.

Acoplamiento a una porcién de aziicar

Con el objeto de lograr la glicosilacion in vivo de un polipéptido de
interferdn-alfa que ha sido modificado mediante la introduccidn de uno o mas sitios de
glicosilacion, la secuencia nucleotidica que codifica la parte polipeptidica de! conjugado
se inserta en un hospedero de expresidn eucarionte para glicosilacion. La célula
hospedera de expresién se puede seleccionar a partir de células fungales (hongos
filamentosos o levadura), células de insecto, células animales de mamifero, a partir de
células vegetales transgénicas o a partir de animales transgénicos. Ademas, la
glicosilacién se puede lograr en el cuerpo humano cuando se utiliza una secuencia
nucleotidica que codifica la parte polipeptidica de un conjugado de la invencién o un
polipéptido de la invencién en terapia génica. En un aspecto, la célula hospedera es una
célula de mamifero, tal como una célula CHQ, una célula COS, una célula BHK o HEK,
por ejemplo HEK293, o una célula de insecto, tal como una célula SF9, o una célula de
levadura, por ejemplo Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris o cualquier otro
hospedero para glicosilacién adecuado, por ejemplo como se describe adicionalmente a
continuacién. Opcionalmente, las porciones de azlcar unidas al polipéptido de interferdn-
a mediante glicosilacién in vivo se modifican adicionaimente mediante el uso de

glicosiltransferasas, por ejemplo utilizando la tecnologia de GlycoAdvance™

126>
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comercializado por Neose, Horsham, PA, EUA, Asi, es posible incrementar, por ajemplo,

la sialiacion del polipéptido de interferdn-alfa glicosilado después de la expresion y

glicosilacion in vivo por las células CHO.

Acoplamiento a un agente derivado organico

La modificacién covalente del polipéptido de interferon-alfa se puede llevar a
cabo mediante la reaccién de un grupo(s) de unién al polipéptido con un agente derivado
organico. Los agentes y métodos para derivacion adecuados se conocen bien en la
técnica. Por ejemplo, los residuos cisteinilo mas cominmente se hacen reaccionar con a-
haloacetatos (y aminas correspondientes), tal como acido cloroacético o cloroacetamida,
para producir derivados de carboximetilo o carboxiamidometilo. Los residuos de cisteinilo
también se derivan mediante [a reaccién con bromotrifluoroacetona, acido a-bromo-g-(4-
imidozoil) propiénico, fosfato de cloroacsetilo, N-alquilmaleimidas, 3-nitro-2-piridil disuifuro,
metil 2-piridil disulfuro, p-cloromercuribenzoato, 2-cloromercuri-4-nitrofenol, o cloro-7-
nitrobenzo-2-0xa-1,3-diazol. Los residuos de histidilo se derivan mediante la reaccién con
distilpirocarbonato a pH 5.5-7.0 debido a que este agente es relativamente especifico
para la cadena lateral de histidilo. El bromuro de para-bromofenacilo también es dtil; la
reaccién preferiblemente se lleva a cabo en cacodilato de sodio 0.1 M a pH 6.0. Los
residuos de lisinilo y amino terminales se hacen reaccionar con acido succinico o otros
anhidridos del acido carboxflico. La derivacién con estos agentes tiene el efecto de
revertir la carga de los residuos de lisinilo. Otros reactivos adecuados para la derivacion
de los residuos que contienen a-amino incluyen imidoésteres tales como picolinimidato de

metilo; fosfato de piridoxal; piridoxal; cloroborohidruro; dcido trinitrobencensulfénico; O-
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metilisourea; 2,4-pentanediona; y reaccion con glioxilato catalizada por transaminasa. Los

residuos de arginilo se modifican mediante la reaccion con uno o varios reactivos
convencionales, entre éstos fenilglioxal, 2,3-butanediona, 1,2- ciclohexanediona, y
ninhidrina. La derivacién de los residuos de arginina requiere que la reaccion se lleve a
cabo en condiciones alcalinas debido al alto pKa del grupo funcional de la guanidina.
Ademas, estos reactivos pueden reaccionar con los grupos de lisina asl como el grupo
arginina guanidino. Los grupos laterales carboxilo (aspartioc o glutamilo o residuo de
aminoacido C-terminal) se modifican selectivamente mediante la reaccién con
carbodiimidas (R-N=C=N-R’), en donde R y R' son grupos alquilo diferentes, talas como
1-ciclohexil-3-(2-morfolinil-4- etil)carbodiimida o 1-etil-3-(4-azonia-4,4-
dimetilpentil)carbodiimida. Ademas, los residuos de aspartilo y glutamilo se convierten

hacia residuos de asparaginilo y glutaminilo mediante la reaccién con iones de amonio.

Blogueo de un sitio funcional

Puesto que la conjugacién excesiva del polimero puede llevar a una pérdida
de la actividad del polipéptido de interferdn-a al cual el polimero esta conjugado, puede
ser ventajoso remover los grupos de unién localizados en el sitio funcional o bloquear el
sitio funcional antes de la conjugacién. Estas Gitimas estrategias constituyen aspectos
adicionales de la invencién (la primera estrategia se ejemplificd adicionalmente en la
parte previa de la descripcioén, por ejemplo mediante la remocion de residuos de lisina los
cuales se pueden localizar cercanamente a un sitio funcional). Mas especificamente, de
conformidad con la segunda estrategia, la conjugacién entre el polipéptido de interferon-

alfa polipéptido y la porcién no polipeptidica se lleva a cabo bajo condiciones en donde el
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sitio funcional del polipéptido se bloquea por una molécula auxiliar capaz de unirse al sitio

funcional del polipéptido. Preferiblemente, la molécula auxiliar es una la cual
especificamente reconoce un sitio funcional del polipéptido, tal como un receptor, en
particular el receptor tipo | del interferdn. Altemativaments, la molécula auxiliar puede ser
un anticuerpo, en particular un anticuerpo monoclonal que reconoce al polipéptido de
interferdn-alfa. En particular, la molécula auxiliar puede ser un anticuerpo monoclonal
neutralizante.

El polipéptido se deja interactuar con la molécula auxiliar antes de llevar a
cabo la conjugacién. Esto asegura que el sitio funcional dei polipéptido se cubra o proteja
y consecuentemente no estad disponible para la derivacion mediante la porcidn no
polipeptidica tal como un polimero. Después de su elucién a partir de la molécula auxiliar,
el conjugado entre la porcién no polipeptidica y el polipéptido se puede recuperar con al
menos un sitio funcional parcialmente conservado.

La conjugacién subsecuents del polipéptido que tiene un sitio funcional
bloqueado al polimero, un compuesto lipéfilo, un agente derivado organico o cualquier
otro compuesto se lleva a cabo de manera normal, por ejemplo como se despidid en las
secciones anteriormente tituladas "conjugacién a....".

Sin importar la naturaleza de la molécula auxiliar a ser utilizada para
proteger el sitio funcional del polipéptido a partir de la conjugacién, es deseable que la
molécula auxiliar se encuentre libre a partir de o comprenda solamente unos pocos
grupos de unién para la porcién no polipeptidica de eleccién en las partes de la molécula
en donde la conjugacién a dichos grupos podria impedir la separacion del polipéptido

conjugado a partir de la molécula auxiliar. Asl, se puede obtener la conjugacion selectiva
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a los grupos de unién presente en partes no protegidas del polipéptido y es posibie

reutilizar a la molécula auxiliar para ciclos repetidos de conjugacion. Por ejemplo, si la
porcién no polipeptidica es una molécula de polimero tal como PEG, la cual tiene el grupo
amino épsilon de una lisina o residuo de aminoécido N-terminal como un grupo de unién,
es deseable que la molécula auxiliar se encuentre sustancialmente libre a partir de grupos
amino épsilon que se pueden conjugar, preferiblemente libre a partir de cualquier grupo
amino épsilon. Por consiguiente, en algunos casos la molécula auxiliar es una proteina o
péptido capaz de unirse al sitio funcional del polipéptido, dicha proteina o péptido se
encuentre libre de cualquier grupo de unién que se pueden conjugar para la porcién no
polipeptidica de eleccion.

En un aspecto adicional la molécula auxiliar se asocia inicialmente de
manera covalente a una fase sélida tal como materiales para empaquetamiento en
columna, por ejemplo Sephadex o gldébulos de agarosa, o a una superficie, por ejemplo
recipiente para reaccién. Subsecuentemente, el polipéptido se carga sobre el materia de
columna que porta la molécula auxiliar y la conjugacién se lleva a cabo de conformidad
con los métodos conocidos en la técnica, por ejemplo. como se describidé en las
sacciones anteriormente tituladas "conjugacion a....". Este procedimiento permite que el
polipéptido conjugado se separe a partir de la molécula auxiliar mediante elucién. E!
polipéptido conjugado se eluye mediante técnicas convencionales bajo condiciones
fisicoquimicas que no llevan a una degradacién sustancial del polipéptido conjugado. La

fase fluida que contiene el polipéptido conjugado se separa a partir de la fase sdlida a la

cual la molécula auxiliar permanece covalentemente unida. La separacion se puede

lograr que otras maneras: por ejemplo, la molécula auxiliar se puede derivar con una
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segunda molécula (por ejemplo biotina) que se puede reconocer por un enlazador

especlfico (por ejemplo estraeptavidina). El enlazador especlfico se puede asociar a una
fase sdlida por lo tanto permitiendo la separacion del polipéptido conjugado a partir del
complejo de molécula auxiliar-segunda molécula a través del paso sobre una segunda
columna de fase sélida la cual retendra, después de la elucién subsecuente, al complejo
de molécula auxiliar-segunda molécula, pero no al polipéptido conjugado. El polipéptido
conjugado se puede liberar a partir de la molécula auxiliar en cualquier manera
apropiada. La desprotecciéon se puede lograr al proveer condiciones en las cuales la
molécula auxiliar se disocia del sitio funcional del interferdn-a al cual estd unida. Por
ejemplo, un complejo entre un anticuerpo al cual un polimero esta conjugado y un
anticuerpo anti-idiotipico se puede disociar mediante el ajuste del pH hacia un pH acido o

alcalino.

Conijugacién de un polipéptido marcado de interfer6n-alfa
En otro aspecto el polipéptido de interferon-alfa polipéptido se expresa

como una protelna difusion con una marca, por ejemplo una secuencia de aminoacidos o
péptido elaborado a partir de tipicamente 1-30, tal como 1-20 0 1-15 0 1-10 o 1-5 residuos
de aminodcidos, por ejemplo afiadidos al extremo N terminal o al extremo C terminal del
polipéptido. Ademas de permitir la purificacién rapida y facil, la marca es una herramienta
conveniente para lograr la conjugacion entre el polipéptido marcado y la porciéon no
polipeptidica. En particular, la marca se puede utilizar para lograr la conjugacién en
placas para microtitulacién u otros vehlculos, tales como glébulos paramagnéticos, a los

cuales el polipéptido marcado se puede inmovilizar via la marca. La conjugacion el

| A
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polipéptido marcado en, por ejemplo, placas para microtitulacién tiene la ventaja de que el

polipéptido marcado se puede inmovilizar en las placas para microtitulacién directamente
a partir del caldo de cultivo (en principio sin ninguna purificacion) y se puede someter a
conjugacion. Asl, se puede reducir el nimero total de pasos en el procedimiento (desde la
expresion hasta la conjugacién). Ademas, la marca puede funcionar como una molécula
espaciadora asegurando una accesibilidad mejorada al polipéptido inmovilizado a ser
conjugado. La conjugacion utilizando un polipéptido marcado se puede realizar a
cualesquiera de las porciones no polipeptidicas descritas en la presente invencion, por
ejemplo a una molécula polimérica tal como PEG.

La identidad de la marca especifica a ser utilizada no es critica siempre y
cuando la marca sea capaz de ser expresada con el polipéptido y sea capaz de ser
inmovilizada en una superficie adecuada ¢ material vehiculo. Numerosas marcas
adecuadas se encuentran comercialmente disponibles, por ejemplo a partir de Unizyme
Laboratories, Dinamarca. Los anticuerpos en contra de dichas marcas estan
comercialmente disponibles, por ejemplo a partir de ADI, Aves Lab y Research

Diagnostics.

Polinucledtidos de la invencién

La invencién provee Acidos nucleicos aislados o recombinantes (también
referidos en |la presente invencion como polinucledtidos), colectivamente referidos como
"acidos nucleicos (o polinuclebtidos:) de la invencidn®, los cuales codifican los polipéptidos
de la invencion. Los polinucleétidos de la invencion son dtiles en una variedad de

aplicaciones. .Como se discuti® anteriormente, los polinucledtidos son utiles en la
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produccién de los polipéptidos de la invencion. Ademas, los polinuclettidos de la

invencidn se pueden incorporar dentro de vectores de expresion utiles para terapia
génica, vacunacion de ADN, e inmunoterapia, como se describe con mayor detalle a
continuacion.

En un aspecto, la invencién provee polinucledtidos aislados o
recombinantes cada uno de los cuales comprende una secuencia de acido nucleico la
cual codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
a partir de SEQ ID NOs: 2-35 y 3744, o, una secuencia de acidos nucleicos
complementaria a l[a misma. Las secuencias de &cidos nucleicos ejemplares de
conformidad con este aspecto de la invencidn incluyen, pero no se limitan a, SEQ ID
NOs: 59-61, cada una de las cuales codifica un polipéptido que comprende la secuencia
SEQ ID NO: 10; SEQ ID NOs: 62-64 y 89, cada una de las cuales codifica un polipéptido
que comprende la secuencia SEQ ID NO: 13; SEQ ID NOs: 65-67, cada una de las
cuales codifica un polipéptido que comprende la secuencia SEQ ID NO: 15, SEQ ID NOs:
68-70, cada una de las cuales codifica un polipéptido que comprende la secuencia SEQ
ID NO: 23; SEQ ID NOs: 71-73, cada una de las cuales codifica un polipéptido que
comprende la secuencia SEQ ID NO: 27; SEQ ID NOs: 74-76, cada una de las cuales
codifica un polipéptido que comprende la secuencia SEQ ID NO: 30; SEQ ID NOs: 77-79,
cada una de las cuales codifica un polipéptido que comprende Ia secuencia SEQ ID NO:
37, SEQ ID NOs: 80-82 y 90, cada una de las cuales codifica un polipéptido que
comprende la secuencia SEQ ID NO: 38; SEQ ID NOs: 83-85, cada una de las cuales

codifica un polipéptido que comprende la secuencia SEQ ID NO: 41; y SEQ ID NOs: 86-

).7°4
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88, cada una de las cuales codifica un polipéptido que comprende la secuencia SEQ ID

NO: 44.

La invencion también provee polinucledtidos aislados o recombinantes cada
uno de los cuales comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido
que comprende una secuencia de aminoacidos la cual (a) difiere en 1 a 16 posiciones de
aminoacidos (tal comoen 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, o 16 posiciones
de amino&cidos, por ejemplo, en 1-15 posiciones de aminoacidos, en 1-14 posiciones de
aminoAcidos, en 1-13 posiciones de aminoacidos, en 1-12 posiciones de aminoacidos, en
1-11 posiciones de aminoécidos, en 1-10 posiciones de aminodcidos, en 1-9 posiciones
de aminodcidos, en 1-8 posiciones de aminoacidos, en 1-7 posiciones de aminoacidos,
en 1-6 posiciones de aminoacidos, en 1-5 posiciones de aminoacidos, en 1-4 posiciones
de aminoécidos, en 1-3 posiciones de aminoacidos, o en 1-2 posiciones de aminoacidos)
a partir de SEQ ID NO: y (b) comprende una o mas sustituciones relativas a SEQ 1D NO:
seleccionadas a partir del grupo que consiste de F48A/L, V51P, F55A, F65A, FB8P,
L111A, y V114P; o, una secuencia de acido nucleico complementaria a la misma.
Algunos polipéptidos codificados por polinucledtidos de la invenciébn comprenden
adicionaimente uno o méas aminoacidos adicionales, como una metionina afiadida al
extremo N terminal. En algunos casos el polipéptido codificado exhibe una actividad de
interferdn-alfa.

La invencién también provee polinucledtidos aislados o recombinantes cada
uno de los cuales comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido
que comprende una secuencia de amino4cidos la cual (a) difiere en 1 a 16 posiciones de

amino4cidos (tal comoen 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, o 16 posiciones
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de aminoacidos, por ejemplo, en 1-15 posiciones de aminoacidos, en 1-14 posiciones de

aminoacidos, en 1-13 posiciones de aminoacidos, en 1-12 posiciones de aminoacidos, en
1-11 posiciones de aminoacidos, en 1-10 posiciones de aminoéacidos, en 1-9 posiciones
de aminoacidos, en 1-8 posiciones de aminoacidos, en 1-7 posiciones de aminoacidos,
en 1-6 posiciones de aminoacidos, en 1-5 posiciones de aminoacidos, en 1-4 posiciones
de aminodcidos, en 1-3 posiciones de aminoacidos, o en 1-2 posiciones de aminoacidos)
a partir de SEQ ID NO: 36 y (b) comprende una o més sustituciones relativas a SEQ 1D
NO: 36 seleccionadas a partir del grupo que consiste de M21A, 124P, F4BANL,TS1P,
S55A, FE65A, F68P, FO0A, M93P, L111AV114P, F124A, (127P, y E160D; o, una
secuencia de A&cido nucleico complementaria a la misma. Algunos polipéptidos
codificados por los polinucledtidos de la invencidn comprenden adicionalmente uno o mas
aminoacidos adicionales, tal como una metionina afiadida al extremo N terminal. En
algunos casos el polipéptido codificado exhibe una actividad de interferén-alfa.

La invencién también provee polinuclettidos aislados o recombinantes cada
uno de los cuales comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido
que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80% de identidad de
secuencia {por ejemplo, al menos aproximadamente 91%, al menos aproximadamente
92%, al menos aproximadamente 93%, al menos aproximadamente 94%, al menos
aproximadamente 95%, al menos aproximadamente 96%, al menos aproximadamente
97%, al menos aproximadamente 98%, o al menos aproximadamente 99% de identidad
de secuencia de aminoécidos) a cualquiera de SEQ ID NOs: 1-35, en donde la secuencia
de aminoécidos comprende una o més de: Ala o Leu en la posicion 48; Pro en la posicion

51; Ala en la posicién 55; Ala en la posicién 65; Pro en la posicion 68; Ala en la posicion
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111; y Pro en |a posicién 114, numeracién de la posicidn en relacién con SEQ ID NO: 1;

0, una secuencia de &cido nucleico complementaria a la misma. Algunos polipéptidos
codificados por los polinucleétidos de la invencién comprenden adicionalmente uno o mas
aminoacidos adicionales, como una metionina afiadida al extremo N terminal. €n algunos
casos el polipéptido codificado exhibe una actividad de interferén-alfa.

La invencién también provee aislados o recombinantes polinucledtidos cada
uno de los cuales comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90% de
identidad de secuencia (por ejemplo, al menos aproximadamente 91%, al menos
aproximadamente 92%, al menos aproximadamente 93%, al menos aproximadamente
94%, al menos aproximadamente 95%, al menos aproximadamente 96%, al menos
aproximadamente 97%, al menos aproximadamente 98%, o al menos aproximadamente
99% de identidad de secuencia de aminoacidos) a cualquiera de SEQ ID NOs: 36-44, en
donde la secuencia de aminoacidos comprende una o0 mas de: Ala en la posicién 21; Pro
en la posicién 24; Ala o Leu en la posicion 48; Pro en la posicion 51; Ala en la posicién
55; Ala en la posicién 65; Pro en la posicion 68; Ala en la posicién 80; Pro en la posicién
93; Ala en la posicién 111; Pro en la posicidn 114; Ala en la posicion 124; Pro en la
posicion 127; y Asp en la posicién 160, numeracién de la posicién en relacién con SEQ ID
NO: 36; o, una secuencia de acido nucleico complementaria a la misma. Algunos
polipéptidos codificados por los polinucledtidos de la invencion comprenden
adicionalmente uno o mas aminoacidos adicionales, tal como una metionina afiadida al
extremo N terminal. En algunos casos el polipéptido codificado exhibe una actividad de

interferdn-alfa.

2
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Aspectos adicionales

Cualquiera de los polinucleétidos de la invencion (los cuales incluyen
aquellos anteriormente descritos) pueden codificar una proteina de fusién que comprende
al menos una secuencia adicional de aminoééidos. tal como, por ejemplo,una secuencia
para secrecionflocalizacién, una secuencia util para solubilizacién o inmovilizacién (por
ejemplo, para exhibicién en superficie celular) del polipéptido, una secuencia util para
detecciébn y/o purificacion del polipéptido (por ejemplo, una subsecuencia para
purificacion del polipéptido, tal como un epitope marca, una secuencia de polihistidina, y o
los similares). En otro aspecto, la invencién provee células que comprenden uno 0 més
polinucleétidos de la invencion. Dichas células pueden expresar uno o mas polipéptidos
codiﬁcadds por los polinucleétidos de la invencion.

La invencién también provee vectores que comprenden cualesquiera de los
polinucledtidos de la invencidn. Dichos vectores pueden comprender un plasmido, un
césmido, un fago, a virus, o un fragmento de un virus. Dichos vectores pueden
comprender un vector de expresion, y, si se desea, el acido nucleico esta operativamente
asociado a un promotor, incluyendo aquellos discutidos en la presente invencion y a
continuacién. Ademas, en otro aspecto, la invencidn provee composiciones que
comprenden un excipiente o vehiculo y al menos uno de cualesquiera de los
polinucledtidos de la invencidn, o vectores, células, u hospedero que comprende dichos
acidos nucleicos. Dichas composiciones pueden ser composiciones farmacéuticas, y el

excipiente o vehiculo puede ser un excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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La invencién también incluye composiciones que comprenden dos o méas

acidos nucleicos de la invencion, o fragmentos de los mismos (por ejemplo, como
sustratos para recombinacion). La composicién puede comprender una libreria de acidos
nucleicos recombinantes, en donde la librerfa contiene al menos 2, al menos 3, al menos
5, al menos 10, al menos 20, al menos 50, o al menos 100 o mas &cidos nucleicos
anteriormente descritos. Los acidos nucleicos se clonan opcionalmente dentro de
vectores de expresion, proveyendo librerias de expresion.

Los polinucleétidos de la invencion y fragmentos de los mismos, asi como
vectores que comprenden dichos polinucleétidos, se pueden emplear para usos
terapéuticos o profilacticos en combinacién con vehiculo adecuado, tal como un vehiculo
farmacéutico. Dichas composiciones comprenden una cantidad del compuesto
terapéuticamente y/o profildcticamente efectiva, y un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable. Dicho vehiculo o excipiente incluye, pero no se limita a,
solucion salina, solucion salina con pH regulado, dextrosa, agua, glicerol, etanol, y
combinaciones de los mismos. La formulacién se debe ajustar el modo de administracién.
Los métodos para la administracion de acidos nucleicos, polipéptidos, y protelnas se
conocen bien en la técnica, y se discuten adicionalmente a continuacion.

La invencion también incluye composiciones producidas mediante la
digesti6bn de uno o méas de cualesquiera de los acidos nucleicos de la invencién con una
endonucleasa de restriccion, una RNAsa, o una ADNsa (por ejemplo, como se lleva a
cabo en ciertos formatos de recombinacién anteriormente mencionados);, y
composiciones producidas por la fragmentacion o rompimiento de uno o mas Aacidos

nucleicos de la invencibn mediante medios mecanicos (por ejemplo, sonicacion,
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aplicacién en vortex, y o los similares), los cuales también se pueden utilizar para proveer

sustratos para la recombinacion en los métodos descritos en la presente invencién. La
invencioén también provee composiciones producidas por la escision de al menos uno de
cualesquiera de los acidos nucleicos de la invencidn. La escision puede comprender la
escisibn mecanica, quimica, o enzimatica, y la escision enzimatica puede comprender la
escision con una endonucleasa de restriccion, una RNAsa, o una ADNsa.

También se incluyen en la invencidn las composiciones producidas
mediante un procedimiento que comprende la incubacion de uno o mas de los acidos
nucleicos fragmentados de la invencién en la presencia de trifosfatos de ribonucleétido o
deoxirribonucleédtido y una polimerasa de acido nucleico. Esta composicion resultante
forma una mezcla para recombinacién para muchos de los formatos de recombinacion
anteriormente mencionados. La polimerasa de &cido nucleico puede ser una ARN
polimerasa, una ADN polimerasa, 0 una ADN polimerasa dirigida por ARN (por ejemplo,
una "reverso transcriptasa®); la polimerasa puede ser, por ejemplo, una ADN polimerasa
termoestable (por ejemplo, VENT, TAQ, o los similares).

Similarmente, las composiciones que comprenden series de
oligonucledtidos que corresponden a més de un acido nucleico de la invencion son Utiles
como sustratos para recombinacidbn y son una caracteristica de la invencion. Por
conveniencia, estos oligonucledtidos fragmentados, rotos, o mezclas de oligonucledtido
sintetizados se refieren como series de &cidos nucleicos fragmentados. .

La invencién también provee un acido nucleico aislado o recombinante que
codifican un polipéptido que exhibe una actividad de interferdn-alfa, producido mediante

la mutacién o recombinacién de al menos un acido nucleico de la invencion.
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Elaboracién de polinucledtidos
Los polinucledtidos, oligonucleétidos, y fragmentos de acido nucleico de la

invencion se pueden preparar mediante métodos estdndares en fase solida, de
conformidad con los métodos sintéticos conocidos. TIpicamente, los fragmentos de hasta
aproximadamente 100 bases se sintetizan individuaimente, luego se unen (por ejemplo,
mediante métodos de ligacion enzimética o quimica, o métodos de recombinacién
mediados por polimerasa) para formar esencialmente cualquier secuencia continua
deseada. Por ejemplo, los polinucledtidos y oligonuciedtidos de la invencién se pueden
preparar mediante sintesis quimica utilizando, por ejemplo, el método clasico de
fosforamidita descrito por, por ejemplo, Beaucage et al. (1981) Tetrahedron Letters 22:
1859-69, o el método descrito por Matthes et al. (1984) EMBO J 3: 801-05, por ejemplo,
como se practica tipicamente en los métodos de sintesis automatizada. De conformidad
con el método de fosforamidita, los oligonuclebtidos se sintetizan, por ejemplo, en un
sintetizador automatizado de ADN, se purifican, fijan, ligan y clonan dentro de los
vectores apropiados.

Ademas, se puede ordenar de manera habitual esencialmente cualquier
polinucledtido a partir de cualquier variedad de fuentes comerciales, tal como Operon
Technologies Inc. (Alameda, CA) y muchas otras. Similarmente, los péptidos y
anticuerpos se pueden ordenar de manera habitual a partir de cualquiera de una variedad
de fuentes, por ejemplo, Celtek Peptides (Nashville, TN); Washington Biotechnology, Inc.

(Baltimore MD); Global Peptide Services (Ft. Collin CO), y muchos otros.

13D
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Ciertos polinucleétidos de la invencion también se pueden obtener mediante

el analisis de las librerlas de ADNc {por ejemplo, librerlas generadas mediante acidos
nucleicos homologos recombinantes como en métodos tipicos de recombinaciéon de
secuencia recursiva) utilizando sondas de oligonucleétidos se pueden hibridar con o
polinucledtidos amplificados mediante PCR los cuales codifican polipéptidos de
interferdn-alfa y fragmentos de esos polipéptidos. Los procedimientos para el andlisis y
aislamiento de las clonas de ADNc se conocen bien por aqueilos expertos en la técnica.
Dichas técnicas se describen en, por ejemplo, Berger y Kimmel, Guide to Molecular
Cloning Techniques, Methods in Enzymol. Vol. 152, Acad. Press, Inc., San Diego, CA
("Berger”"); Sambrook, anteriormente mencionado, y Cumrent Protocols in Molecular
Biology, Ausubel, anteriormente mencionado. Algunos polinucledtidos de la invencion se
pueden obtener mediante la creacién de una secuencia que se presenta de manera
natural, por ejemplo, mediante mutagénesis, recombinacion de secuencia recursiva (por
ejemplo, recambio), o recombinacién de oligonucledtido. En otros casos, dichos
polinucledtidos se pueden realizar en silico o a través de métodos de recombinacion de
oligonucleétido como se describié en las referencias anteriormente citadas.

Como se describe con mayor detalle en la presente invencion, los
polinucledtidos de la invencion incluyen polinucledtidos de codifican polipéptidos de la
invencion, secuencias polipeptidicas complementarias a estas secuencias polipeptidicas,
y polinucledtidos de hibridan bajo al menos condiciones severas con las secuencias
definidas en la presente invencién. Una secuencia codificante se refiere a una secuencia
polipeptidica que codifica un polipéptido particular o dominio, regiéon, o fragmentos de
dicho polipéptido. Una secuencia codificante puede cadificar {codifica para) un polipéptido
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de la invencibn que exhibe una actividad de interferbn alfa como se describid

anteriormente. Los polinucleétidos de la invencidn pueden estar en la forma de ARN o en
la forma de ADN, e incluyen ARNm, ARNc, ARN y ADN sintéticos, y ADNc. Los
polinucleétidos pueden estar en cadena doble o en cadena sencilla, y si estan en cadena
sencilla, pueden ser la cadena codificante o la cadena no codificante (anti-sentido,
complementaria). Los polinucledtidos de la invencion incluyen la secuencia codificante de
un polipéptido de la invencién (i) en aislamiento, (i) en combinacién con una o mas
secuencias codificantes adicionales, de manera que codifiquen, por ejemplo, una proteina
de fusion, una pre-proteina, una prepro-proteina, o los similares, (iii)} en combinacién con
secuencias no codificantes, tales como intrones, elementos control, tal como un promotor
(por ejemplo, un promotor que se presenta de manera natural o recombinante o con
recambio), un elemento terminador, o regiones no traducidas hacia 5' y/o 3' efectivas para
la expresién de la secuencia codificante en un hospedero adecuado, y/o (iv) en un vector,
célula, o ambiente del hospedero en el cual la secuencia codificante es un gen
heterdlogo.

Los polinucledtidos de la invencién también se pueden encontrar en
combinacién con formulaciones de composicion tipicas de acidos nucleicos, incluyendo
en la presencia de vehiculos, reguladores de pH, adyuvantes, excipientes, y o los
similares, 0 como se conocen por aquellos expertos en la técnica. Los fragmentos de
polinucledtido tipicamente comprenden al menos aproximadamente 200 bases
nucleotidicas, tal como al menos aproximadamente 250, 300, 350, 400, 450, 460, 470, o
méas bases. Los fragmentos nucleétidos de los polinucleétidos de la invencion se pueden

hibridar bajo condiciones altamente severas a una secuencia polipeptidica descrita en la

7
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presente invencion y/o que codifica secuencias de aminoacidos que tienen al menos una

de las propiedades de los polipéptidos de la invencién descritas en la presente invencion.

Secuencias codificantes modificadas

Como se entendera por aquellos expertos en la técnica, puede ser
ventajoso modificar una secuencia codificante para mejorar su expresion en un
hospedero particular. El codigo genético es redundante con 64 codones posibles, pero la
mayorlia de los organismos preferiblemente utilizan una subpoblacion de estos codones.
Los codones que se utilizan mas frecuentemente en una especie se consideran codones
6ptimos, y aquellos que no se utilizan muy frecuentemente se clasifican como codones
raros por de bajo uso (véase, por ejemplo, Zhang, S. P. et al. (1991) Gene 105: 61-72).
Los codones se pueden sustituir para reflejar el uso preferido de! codén del hospedero,
un procedimiento algunas veces denominado "optimizacién del coddn” o "control para las
tendencia de coddn en las especies codon.”

Se puede preparar la secuencia codificante modificada que contiene
codones preferidos por un hospedero procarionte o eucarionte particular (véase, por
ejemplo, Murray, E. et al. (1989) Nuc Acids Res 17: 477-508; Griswold et al., (2003)
Protein Expr. Purif. 27(1): 134-42), por ejemplo, para incrementar la velocidad de
traduccién o para producir los transcritos de ARN recombinante que tienen propiedades
deseables, tal como una vida media mas larga, en comparacién con los transcritos
producidos a partir de una secuencia no optimizada. Los codones para paro de la
traduccién también se pueden modificar para reflejar las preferencias del hospedero. Por

ejempio, los codones de paro preferidos para S. cerevisiae y para mamiferos son UAA y
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UGA respectivamente. El coddn de paro preferido para plantas monocotiledéneas es

UGA, mientras que los insectos y E. coli prefieren utilizar UAA como el codén de paro
(Dalphin, M. E. et al. (1996) Nucl. Acids Res. 24: 216-218).

Las secuencias polipeptidicas de la presente invencion se pueden diseilar
con el objeto de alterar una secuencia codificante de la invencién por una variedad de
razones, incluyendo pero no limitadas a, alteraciones las cuales modifican la clonacion,
procesamiento y/o expresién del producto del gen. Por ejemplo, se pueden introducir
alteraciones utilizando técnicas las cuales se conocen bien en la técnica, por ejemplo,
mutagénesis sitio dirigida, para insertar nuevos sitio de restriccién, para alterar los
patrones de glicasilacion, para introducir o grupos de unién (por ejemplo, para pegilacién
u otra conjugacién), para cambiar la preferencia del codén, para introducir sitios de

procesamiento, etc.

Variaciones silenciosas

Debido a la degeneracién del codigo genético, un gran niamero de acidos
nucleicos funcionaimente idénticos codifican cualquier polipéptido dado. Por ejemplo, la
inspeccion del cuadro de codones a continuacién (cuadro 5) muestra que todos los
codones AGA, AGG, CGA, CGC, CGG, y CGU codifican aminoacidos de glicina. Por lo
tanto, en cada posicidn en una secuencia de acidos nucleicos en donde una arginina se
especifica por un codén, el codén se puede alterar a cualesquiera de los codones
correspondientes anteriormente descritos sin alterar el polipéptido codificado. Dichas
variaciones de acido nucleico son "variaciones silenciosas". Se debe entender que U en

una secuencia de ARN corresponde a T en una secuencia de ADN.
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CUADRO 5
Cuadro de codén
Aminoacido Codon(es)
Alanina Ala A GCA GCC GCG GCU
cisteina Cys C UGC UGU
Acido aspartico Asp D GAC GAU
acido glutamico Glu E GAA GAG
fenilalanina Phe F UuC UUU
Glicina Gly G GGA GGC GGG GGU
histidina His H CAC CAU
Isoleucina lle | AUA AUC AUU
lisina Lys K AAA AAG
Leucina Leu L UUA UUG CUA CUC CUG CUU
Maetionina Met M AUG
Asparagina Asn N AAC AAU
Prolina Pro P CCA CCC CCG CCU
Glutamina Gin Q CAA CAG
| Arginina_ Arg R AGA AGG CGA CGC CGG CGU

Serina Ser S AGC AGU UCA UCC UCU
Treonina Thr T ACA ACC ACG ACU
Valina Val V GUA GUC GUG GUU
Trptofano Trp W UGG
Tirosina Tyr Y UAC UAU

Por lo tanto se apreciara por aquellos expertos en la técnica que debido a la
degeneracion del codigo genético, se puede producir una multitud de secuencias de
acidos nucleicos que codifican polipéptidos de la invencion, algunas de las cuales pueden
contener una minima identidad de secuencia con respecto a las secuencias de acidos
nucleicos explicitamente descritas en la presente invencién. Un experto en la técnica
reconocerd que cada codén en un acido nucleico (excepto AUG y UGC, los cuales son
ordinariamente el Unico codon para metionina y triptofano, respectivamente) se puede

modificar mediante técnicas estAndares para codificar un polipéptido funcionaimente
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idéntico. Por consiguiente, cada variacién silenciosa de un acido nucleico la cual codifica

un polipéptido esta implicita en cualquier secuencia descrita. La invencién también provee
todas y cada una de las posibles variaciones de una secuencia de &cidos nucleicos que
codifica un polipéptido de la invencion que se pueden elaborar mediante la seleccién de
combinaciones basadas en las posibles elecciones del codén. Estas combinaciones se
elaboran de conformidad con el cddigo genético por triplete estandar (coddn) (por
ejemplo, como se establece en el cuadro 5), como se aplica para la secuencia de acidos
nucleicos que codifica un polipéptido de la invencién. Todas las variaciones de cada acido
nucleico en la presente invencidn se proveen especificamente y se describen por
consideracion de la secuencia en combinacién con el cddigo genético. Un experto en la
técnica es completamente capaz de generar cualquier sustitucion silenciosa de las

secuencias listadas en la presente invencién.

Uso de los polinucleétidos

Los polinucledtidos de la invencidn tienen una variedad de usos en, por
ejemplo, la produccién recombinante (por ejemplo, expresion) de los polipéptidos de la
invencion tipicamente a través del expresidon de un vector plasmidico de expresion que
comprende una secuencia que codifica el polipéptido o un fragmento del mismo; como
terapéuticos; como profildcticos; como herramientas diagnésticas; como inmunégenos;
como adyuvantes; como sondas diagnésticas para la presencia de acidos nucleicos
complementarios o parcialmente complementarios (incluyendo para la deteccion de un
acido nucleico de interferén-alf de tipo silvestre), como sustratos para reacciones

adicionales, por ejemplo, reacciones de recombinacion de secuencia recursiva o
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reacciones de mutacién para producir nuevas variantes y/o variantes mejoradas, y o los

similares.

Vectores, promotores, y sistemas de expresion

La presente invencién también incluye construcciones recombinantes que
comprenden uno o mas de las secuencias de Acidos nucleicos como se describié
anteriormente de manera general. Las construccionaes comprenden un vector, tal como,
un plasmido, un cdsmido, un fago, un virus, un cromosoma bacteriano artificial (BAC), un
cromosoma artificial de levadura (YAC), y o los similares, dentro de los cuales se ha
insertado una secuencia de &cido nucleico de la invencion, en una orientacion hacia
adelante o reversa. En algunos casos, la construccion comprende secuencia reguladoras
adicionales, incluyendo, por ejemplo, un promotor, una secuencia de acido nucleico
operativamente asociada. Se conoce una gran cantidad de vectores y promotores
adecuados por aquellos expertos en la técnica, y estan comercialmente disponibles.

Los textos generales que describen las técnicas de biologla molecular Gtiles
en la presente invencion, incluyendo el uso de vectores, promotores y muchos otros
topicos relevantes, incluyen Berger, anteriormente mencionado; Sambrook (1989),
anteriormente mencionado, y Ausubel, anteriormente mencionado. Los ejemplo de
técnicas adecuadas para dirigir a las personas expertas en la técnica a través métodos de
amplificacion in vitro, incluyendo la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) la
reaccién en cadena de la ligasa (LCR), la amplificacién por Qp-replicasa y otras técnicas
mediadas por ARN polimerasa (por ejemplo, NASBA), por ejemplo, para la produccién de

acidos nucleicos homdlogos de la invencién se encuentran en Berger, Sambrook, y
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Ausubel, todos anteriormente mencionados, asi como Mullis et al. (1987) la Patente de

Estados Unidos No. 4,683,202; PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications
(Innis et al., eds.) Academic Press Inc. San Diego, CA (1990) ("Innis"); Amheim &
Levinson (octubre 1, 1990) C&EN 36-47; The Joumnal of NIH Research (1891) 3: 81-94;
(Kwoh et al. (1989) Proc Nati Acad Sci USA 86: 1173- 1177; Guatelli et al. (1990) Proc
Natl Acad Sci USA B87: 1874-1878; Lomeli et al. (1989) J Clin Chem 35: 1826-1831;
Landegren et al. (1988) Science 241: 1077-1080; Van Brunt (1990) Biotechnology 8: 291-
294; Wu y Wallace (1989) Gene 4: 560-569; Barringer et al. (1990) Gene 89: 117-122, y
Sooknanan y Malek (1995) Biotechnology 13: 563- 564. Los métodos mejorados para
clonacion in vitro de acidos nucleicos amplificados se describen en Wallace et al., Patente
de Estados Unidos No. 5,426,039. Los métodos mejorados para la amplificacién de
acidos nucleicos grandes mediante PCR se resumen en Cheng et al. (1994) Nature 369:
684-685 y las preferencias en estos, se generaron en dichos amplicones de PCR de
hasta 40 kilobases (kb). Un experto apreciaré que esencialmente cualquier ARN se puede
convertir hacia un ADN de cadena doble adecuado para digestion por restriccion,
expansién por PCR y secuenciacion utilizando reverso transcriptasa y una polimerasa.
Véase Ausubel, Sambrook y Berger, todos anteriormente mencionados.

La presente invencién también provee células hospederas que se
transducen con vectores de la invencion, y la produccidn de polipéptidos de la invencién
mediante técnicas recombinantes. Las células hospederas generalmente se disefian (por
ejemplo, transduced, transforman o transfectan) con los vectores de esta invencién, los
cuales pueden ser, por ejemplo, un vector de clonacién o un vector de expresion. El

vector puede estar, por ejemplo, en la forma de un plasmido, una particula viral, un fago,
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etc. Las células hospederas disefiadas se pueden cultivar en medio nutriente

convencional como sea apropiado para activar los promotores, seleccionar los
transformantes, o amplificar los genes. Las condiciones de cultivo, tales como
temperatura, pH, y o los similares, son aquellas previamente utilizadas con la célula
hospedera seleccionada para expresion, y serd evidente a aquellos expertos en la técnica
y en las referencias citadas en la presente invencidn, incluyendo, por ejemplo, Freshney
(1994) Culture of Animal Cells, a Manual of Basic Technique, tercera edicion, Wiley-Liss,
New York y las referencias citadas en éste.

Los polipéptidos de la invencidn también se pueden producir en células no
de mamifero tales como plantas, levaduras, hongos, bacterias y los similares. Ademas de
Sambrook, Berger y Ausubel, los detalles con respecto al cultivo ceiular se encuentran
en, por ejemplo, Payne et al. (1992) Plant Cell and Tissue Culture in Liquid Systems John
Wiley & Sons, Inc. New York, NY; Gamborg y Phillips (eds.) (1995) Plant Cell, Tissue and
Organ Culture; Fundamental Methods Springer Lab Manual, Springer-Verlag (Berlin
Heidelberg NY); Atlas & Parks (eds.) The Handbook of Microbiological Media (1993) CRC
Press, Boca Raton, FL.

Los polinucledtidos de la presente invencion y fragmentos de los mismos se
pueden incluir en cualquiera de una variedad de vectores de expresién para la expresion
de un polipéptido. Dichos vectores incluyen secuencias de ADN cromosomal, no
cromosomal y sintético, por ejemplo, derivados de SV40, plasmidos bacterianos, ADN del
fago, baculovirus, plasmidos de levadura, vectores derivados a partir de combinaciones
de plasmidos y ADN del fago, ADN viral tal como vaccinia, adenovirus, virus de viruela,

pseudorabia, virus adeno-asociado, retrovirus y muchos otros. Se puede utilizar cualquier
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vector que transduce el material genético dentro de una célula, y, si se desea la

replicacion, el cual es replicable y viable en el hospedero relevante.

La secuencia de A&cido nucleico en el vector de expresibn esta
operativamente asociada a una secuencia para el control de la transcripcién apropiada
(promotor) para dirigir la sintesis de ARNm. Los ejemplos de dichos promotores incluyen:
ol promotor LTR o SV40, el promotor lac o trp de E. coli, el promotor PL del fago lambda,
el promotor de CMV, y otros promotores que se sabe que controlan la expresion de los
genes en células procariontes o eucariontes o sus virus. El vector de expresion también
contiene un sitio de unién ribosoma para el inicio de la traduccién, y un denominador de la
transcripcion. El vector incluye opcionalmente secuencias apropiadas para la
amplificacién de la expresién, por ejemplo, un potenciador. Ademas, los vectores de
expresion opcionalmente comprenden uno o méas genes marcadores para seleccion para
proveer un rasgo fenotipico para la seleccién de células hospederas transformadas, tales
como dihidrofolato reductasa o resistencia a neomicina para el cultivo de células
eucariontes, o tales como resistencia a tetraciclina o a ampicilina en E. coli.

El vector que contiene la secuencia de ADN apropiada que codifica un
polipéptido de la invencién, asl como un promotor o secuencia control apropiada, se
puede emplear para transformar un hospedero apropiado para permitir al hospedero que
exprese el polipéptido. Los ejemplos de hospedero de expresion apropiados incluyen:
células bacterianas, tales como células de E. coli, Streptomyces, y Salmonella
typhimurium; células fungales, tales como Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, y
Neurospora crassa; células de insecto tales como Drosophila y Spodoptera frugiperda;

células de mamifero tales como CHO, COS, BHK, HEK 293 o melanoma de Bowes;
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células vegetales, etc. Se entiende que no todas las células o lineas celulares se

nacasitan para ser capaces de producir polipéptidos completamente funcionales de |a
invenciéon o fragmentos de los mismos; por ejemplo, los fragmentos antigénicos del
polipéptido se pueden producir en un sistema bacteriano o en otro sistema de expresion.
La invencién no se limita por las células hospaderas empleadas.

En sistemas bacterianos, se pueden seleccionar numerosos vectores de
expresion dependiendo del uso pretendido para el polipéptido o fragmentos del mismo.
Por ejempio, cuando se necesitan grandes cantidades de un polipéptido o fragmentos del
mismo para [a induccién de anticuerpos, pueden ser deseables ios vectors que dirigen el
alto nivel de expresidn de las proteinas de fusion que son facilmente purificadas. Dichos
vectores incluyen, pero no se limitan a, vectores para clonacién y expresiéon multifuncional
de E. coli tales como BLUESCRIPT (Stratagene), en los cuales la secuencia codificante
nucleotidica puede estar ligada dentro del vector en-marco con secuencias para el amino-
terminal Met y los 7 residuos subsecuentes de beta-galactosidasa de manera que se
produce una proteina hibrida; los vectores pIN (Van Heeke & Schuster (1989) J Biol
Chem 264: 5503-5509); vectores pET (Novagen, Madison W1); y los similares.

Similarmente, en la levadura Saccharomyces cerevisiae numerosos
vectores que contienen promotores constitutivos o inducibles tales como factor alfa,
alcohol oxidasa y PGH se pueden utilizar para la produccion de los polipéptidos de la
invenciéon. Para revisiones, véase Ausubel, anteriormente mencionado, Berger,
anteriormente mencionado, y Grant et al. (1987) Methods in Enzymology 153: 516-544.

En las células hospederas de mamifero, se pueden utilizar numerosos

sistemas de expresion, tales como sistemas basados en virus. En los casos en donde se
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utiliza un adenovirus como un vector de expresién, una secuencia codificante se liga de

manera opcional dentro de un complejo de transcripcién/traduccion de adenovirus que
consiste del promotor tardio y de la secuencia lider tripartita. La insercion en una region
no esencial El o E3 del genoma viral resulta en virus viable capa'z de expresar un
polipéptido de la invencion en células hospederas infectadas (Logan y Sheik (1984) Proc
Natl Acad Sci USA 81: 3655-3659). Ademaés, los potenciadores de la transcripcién, tal
como potenciador del virus del sarcoma de Rous (RSV), se utilizan para incrementar la
expedicibn en células hospederas de mamifero. Las células hospederas, medios,
sistemas de expresion, y métodos de producciéon incluyen aquellos conocidos para la
clonacidon y expresidn de diversos interferones-alfa de mamifero (por ejemplo,

interferones-alfa de humano).

Elementos adicionales de expresion

Las sefiales especificas de inicio pueden ayudar en la traduccion eficiente
de una secuencia codificante del polinucleétido de la invencién y/o fragmentos del mismo.
Estas seflales pueden incluir, por ejemplo, el codén de inicio ATG y secuencias
adyacentes. En los casos en donde se inserta una secuencia codificante, su codén de
inicio y secuencias cascada armiba dentro del vector de expresién apropiado, no se
necesitan sefiales para el control de la traduccién adicionales. Sin embargo, en los casos
en donde solamente se inserta una secuencia codificante (por ejemplo, una secuencia
codificante de la proteina madura), o una porcién de la misma, se deben proveer seflales
exdgenas para el control transcripcional del acido nucleico incluyendo el codén de inicio

ATG. Ademas, el codén de inicio debe estar en el marco de lectura comecto para
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asegurar la transcripcion de todo el inserto. Los elementos transcripcionales exégenos y

codones de inicio pueden ser de diversos arigenes, tanto naturales coma sintéticos. La
eficiencia de la expresion se puede mejorar por la inclusién de potenciadores apropiados
al sistema celular en uso (véase, por ejemplo, Scharf D. et al. (1994) Results Probl Cell

Differ 20: 125-62; y Bittner et al. (1987) Methods in Enzymol 153: 516-544).

Secuencia de secrecién/localizacion

Los polinucledtidos que codifican polipéptidos de la invencién también se
pueden fusionar, por ejemplo, en-marco al 4cido nucleico que codifica una secuencia
para secrecidnfllocalizacién, para dirigir la expresion del polipéptido hacia un
compartimento celular deseado, membrana, o organelo, o para dirigir la secrecién del
polipéptido hacia el espacio periplasmico o dentro del medio de cultivo de la célula.
Dichas secuencias se conocen por aquellos expertos en la técnica, e incluyen lideres de
secrecion o péptidos seflal, secuencias para direccionamiento hacia organelos (por
ejemplo, secuencias de localizacién nuclear, seftales de retencion en ER, secuencias de
transito a la mitocondria, secusncias de transito al cloroplasto), secuencias de
localizacidon/anclaje a la membrana (por ejemplo, secuencias para el paro de la

transferencia, secuencias de anclaje GPI), y los similares.

Hospederos de expresion

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a las células

hospederas que contienen cualesquiera de los &cidos nucleicos anteriormente
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mencionados, vectores, u otras construcciones de la invencion. La célula hospedera

puede ser una célula eucarionte, tal como una célula de mamifero, una célula de
levadura, o una célula vegetal, o la célula hospedera puede ser una célula procarionte, tal
como una célula bacteriana. La introduccién de la construccién dentro de la célula
hospedera se puede llevar a cabo mediante la transfeccion con fosfato de calcio,
transfeccion mediante DEAE-Dextran, electroporacién, pistola de genes o pistola para
vacunas, inyeccion, u otras técnicas comunes (véase, por ejemplo, Davis, L., Dibner, M.,
y Battey, |. (1986) Basic Methods in Molecular Biology) para los métodos in vivo, ex vivo
o in vitro.

Una cepa de célula hospedera opcionalmente se elige por su capacidad
para modular la expresién de las secuencias insertadas o para procesar la protelna
expresada de la manera deseada. Dichas modificaciones de la proteina incluyen, pero no
se limitan a, acetilacién, carboxilacién, glicosilacién, fosforilacion, lipidacion y acilacion. El
procesamiento post-traduccional el cual escinde una forma "pre” o una forma "prepro” de
la proteina también puede ser importante para la insercibn adecuada, plegamiento y/o
funcién. Diferentes células hospederas tales como células de E. coli, Bacillus sp., células
de levadura o células de mamifero tales como CHO, Hela, BHK, MDCK, HEK 293, WI38,
etc. tienen una maquinaria celular especifica y mecanismos caracteristicos para dichas
actividades post-traduccionales y se pueden elegir para asegurar la correcta modificacion
y procesamiento de la proteina de la proteina externa introducida.

La expresion estable se puede utilizar para produccién de protelnas
recombinantes a largo plazo, o para produccién de alto rendimiento de protelnas

recombinantes. Por ejemplo, las lineas celulares las cuales expresan de manera estable
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un polipéptido de la invencion se transducen utilizando vectores de expresion los cuales

contienen origenes de replicacién o elementos para expresidn enddégena y un gen
marcador de seleccién. Después de la introduccion del vector, las células se pueden dejar
crecer por 1-2 dias en un medio enriquecido antes de que sean cambiados hacia el medio
para seleccion. El propdsito del marcador de seleccidon es conferir resistencia a la
seleccion, y su presencia permite el crecimiento y recuperacion de células las cuales
expresan de manera exitosa las secuencias introducidas. Por ejemplo, el agrupamiento
de células establemente transformadas resistentes se puede hacer proliferar utilizando
técnicas de cultivo de tejidos apropiadas al tipo celular.

Las células hospederas transformadas con una secuencia nuclecotidica que
codifican un polipdptido de la invencién se cultivan opcionalmente bajo condiciones
adecuadas para la expresion y recuperacion de la proteina codificada a partir del cultivo
de tejido. El polipéptido producido mediante una célula recombinante se puede secretar,
unir a la membrana, o contener intracelularmente, dependiendo de la secuencia y/o del
vector utilizado. Como se entendera por aquellos experios en la técnica, los vectores de
exprasion que contienen los polinucledtidos que codifican polipéptidos de la invenciéon se
pueden disefiar con secuencias sefial las cuales dirigen la secrecion de los polipéptidos

maduros a través de una membrana de célula procarionte o eucarionte.

Secuencias adicionales
Los polinucledtidos de la presente invencién opcionalmente comprenden
una secuencia codificante fusionada en marco a una secuencia marcadora la cual, por

ejemplo, facilita la purificacion y/o deteccion del polipéptido codificado. Dichas
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subsecuencias para purificacion incluyen, pero no se limitan a, péptidos quelantes de

metal tales como moédulos de histidina-triptofano que permiten la purificacién sobre
metales inmovilizados, una secuencia la cual se une a la glutationa (por ejemplo, GST),

una marca de hemaglutinina (HA) (que corresponde a un epltope derivado a partir de la

proteina de hemagiutinina de la influenza; Wilson, |. et al. (1984) Cell 37: 767),

secuencias de la proteina de unién a maltosa, el epitope FLAG utilizado en el sistema de
purificacion por extensién/afinidad de FLAGS, y los similares. La inclusién de una
secuencia para asociacion de las proteasa-polipéptido escindido entre el dominio para
purificacion y la secuencia polipeptidica as atil para facilitar (a purificacion.

Por ejemplo, un vector de expresion adecuado para uso en las
composiciones y métodos descritos en la presente invencién se provee para la expresion
de una proteina de fusién que comprende un polipéptido de la invencion fusionado a una
region de polihistidina separado por un sitio de escisién a enteroquinasa. Los residuos de
histidina facilitan la purificacién sobre IMIAC (cromatografia por afinidad de iones en
metal inmovilizado, como se describe en Porath et al. (1992) Protein Expression and
Purification 3: 263-281) aunque el sitio de escision de la enteroquinasa provee un método
para la separacion del polipéptido deseado a partir de la region de polihistidina. Los
vectoras pGEX (Promega; Madison, WI) se utilizan opcionalmente para expresar
polipéptidos externos como protelnas de fusidn con glutationa S-transferasa (GST). En
general, dichas proteinas de fusidén son solubles y se pueden purificar facilmente a partir
de células lisadas mediante absorcidn a los glébulos de ligando-agarosa (por ejemplo,
glutationa-agarosa en el caso de fusiones GST) seguido por elucién en la presencia del

ligando libre.

q,d,\
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Una construccion adicional en las composiciones y métodos descritos en la

presente invencion se provee para las proteinas, y sus acidos nucleicos codificantes, que
comprenden polipéptidos de la invencién (0 uno 0 mas fragmentos de los mismos), por
ejemplo, como se describe en la presente invencién, fusionados a una molécula de Ig, por
ejemplo, chamela de IgG Fc de humano (" fragmento cristalizable®, o union al
complemento del fragmento), dominio CH2 ydominio CH3 (y las secuencias nucleotidicas
que los codifican). Fc es la porcion del anticuerpo responsable para la unién a los
receptores de anticuerpo en las células y el componente C1q del complemento. Estas
proteinas de fusién o fragmentos de las mismas y sus acidos nucleicos codificantes son
opcionalmente (tiles como farmacos profilacticos y/o terapéuticos o como herramientas
diagnésticas (véase también, por ejemplo, Challita-Eid, P. et al. (1998) J Iimmunol 160:
3419-3426; Sturmhoefel, K. et al. (1999) Cancer Res 59: 4964-4972).

Produccion y recuperacién de polipéptido

Después de la transduccién de una cepa hospedera adecuada y del
crecimiento de la cepa hospedera hasta una densidad celular apropiada, el promotor
seleccionado se induce mediante medios apropiados (por ejemplo, cambio de
temperatura o induccién quimica) y las células se cultivan por un periodo adicional.
TIpicamente las céluias se cosechan mediante centrifugacion, se fragmentan mediante
medios fisicos o quimicos, y el extracto sin purificar resultante se retiene para una
purificacion adicional. Las células eucariontes o microbianas empleadas en la expresion
de las protelnas se pueden fragmentar mediante cualquier método conveniente,

incluyendo ciclos de congelamiento-descongelamiento, sonicacién, fragmentacion
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mecanica, o uso de agentes para lisado celular, u otros métodos, los cuales se conocen

hien por aquellos expertos en la técnica.

Como se menciond, estan disponibles muchas referencias para el cultivo y
produccion de muchas células, incluyendo células de origen bacteriano, de origen
vegetal, animal (especialmente de mamifero) y de origen de arqueobacterias. Véase, por
ejemplo, Sambrook, Ausubel, y Berger (todos anteriormente mencionados), asi como
Freshney (1994) Culture of Animal Cells, a Manual of Basic Technique, tercera sdicion,
Wiley-Liss, New York y las referencias citadas en éste; Doyle y Griffiths (1997)
Mammalian Cell Culture: Essential Techniques John Wiley and Sons, NY; Humason
(1979) Animal Tissue Techniques, cuarta edicion W. H. Freeman and Company; y
Ricciardelli et al. (1989) In vitro Cell Dev Biol 25: 1016-1024. Para el cultivo y
regeneracién de células vegetales véase, por ejemplo, Payne et al. (1992) Plant Cell and
Tissue Culture in Liquid Systems John Wiley & Sons, Inc. New York, NY, Gamborg y
Phillips (eds.) (1995) Plant Cell, Tissue and Organ Culture; Fundamental Methods
Springer Lab Manual, Springer-Verag (Berlin Heidelberg New York) y Plant Molecular
Biology (1993) R.R.D. Croy (ed.) Bios Scientific Publishers, Oxford, R.U. ISBN 0 12
198370 6. Los medios para cultivo celular generalmente se establecen en Atlas y Parks
(eds.) The Handbook of Microbiological Media (1993) CRC Press, Boca Raton, FL.
Informacién adicional para el cultivo celular se encuentra en la literatura comercial
disponible tal como the Life Science Research Cell Culture Catalogue a partir de Sigma-
Aldrich, Inc (St Louis, MO) ("Sigma-LSRCCC") y, por ejemplo, el catdlogo de Plant
Culture y suplementos también a partir de Sigma-Aldrich, Inc (St Louis, MO) ("Sigma-
PCCS").

o4

b
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Los polipéptidos de la invencién se pueden recuperar y purificar a partir de

cultivos celulares recombinantes mediante cualesquiera de numerosos métodos bien
conocidos en la técnica, incluyendo precipitacidn con sulfato de amonio o con etanal,
extraccidn 4cida, cromatografia de intercambio aniénico o catiénico, cromatografia en
fosfocelulosa, cromatografia por interaccidén hidréfoba, cromatografla por afinidad (por
ejemplo, utilizando cualesquiera de los sistemas de marcado mencionados en la presente
invencién), cromatografia en hidroxilapatita, y cromatografia en lectina. Se pueden utilizar
los pasos para replegamiento de la protelna, como se desee, para completar la
configuracién de la proteina madura o de los fragmentos de la misma. Finaimente, la
cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR) se puede emplear en los pasos finales de
purificacion. Ademas de las referencias mencionadas, anteriormente mencionadas, una
variedad de métodos de purificacién se conocen bien en la técnica, incluyendo, por
ejemplo, aquellos establecidos en Sandana (1997) Bioseparation of Proteins, Academic
Press, Inc.; Bollag et al. (1996) Protein Methods, 2a Edicion Wiley-Liss, NY; Walker
(1996) The Protein Protocols Handbook Humana Press, NJ; Harris y Angal (1890) Protein
Purification Applications: A Practical Approach IRL Press at Oxford, Oxford, Inglaterra;
Harris y Angal Protein Purification Methods: A Practical Approach IRL Press at Oxford,
Oxford, Inglaterra; Scopes (1993) Protein Purification: Principles and Practice 3a Edicidn
Springer Verag, NY; Janson y Ryden (1998) Protein Purification: Principles, High
Resolution Methods and Applications, segunda edicién Wiley-VCH, NY; y Walker (1998)

Protein Protocols on CD-ROM Humana Press, NJ.
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Sistemas de expresién in vitro

Los sistemas de transcripcidn/traduccion libres de célula también se pueden
emplear para producir los polipéptidos de la invencién utilizando los polinucleétidos de la
presente invencion. Varios de dichos sistemas estan comerciaimente disponibles. Una
guia general para los protocolos de transcripcién y traduccion in vitro se encuentran en
Tymms (1995) In vitro Transcription and Translation Protocols: Methods in Molecular

Biology Volumen 37, Garland Publishing, NY.

Usos y aplicaciones in vivo
Los polinucledtidos que codifican un polipéptido de la invencién, o

complementos de los polinucledtidos (incluyendo por ejemplo, moléculas antisentido o
moléculas de ribozima), se administran opcionalmente a una célula para lograr un
procedimiento terapéuticamente Util o para expresar un producto terapéuticamente (0til.
Estas aplicaciones in vivo, incluyendo la terapia génica, incluyen una multitud de técnicas
por medio de las cuales la expresion del gen se puede alterar en las células. Dichos
métodos incluyen, por ejemplo, la introduccién de genes para la expresién de, por
ejemplo, polipéptidos terapéuticamente y/o profilacticamente dtiles, tales como los

polipéptidos de la presente invencion.

Expresién del polipéptido in vivo

Los polinucledtidos que codifican polipéptidos de la invencién son

particularmente Utiles para aplicaciones terapéuticas in vivo, utilizando técnicas bien
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conocidas por aquellos expertos en la técnica. Por ejemplo, las células cultivadas se

disefian ex vivo con al menos un polinucledtido (ADN o ARN) de la invencién y/u otras
secuencias polipeptidicas que codifican, por ejemplo, al menos uno de un antigeno,
citocina, otra molécula coestimulante, adjuvant, etc., y los similares, con las células
disefiadas siendo regresadas entonces al paciente. Las células también se pueden
disefiar in vivo para la expresién de uno o mas polipéptidos in vivo, including polipéptidos
ylo péptidos antigénicos de la invencion.

Se conocen numerosos vectores virales adecuados para la transduccion y
expresion en e! organismo in vivo. Dichos vectores incluyen vectores retrovirales (véase,
por ejemplo, Miller, Curr Top Microbiol immunol (1992) 158: 1-24; Salmons y Gunzburg
(1993) Human Gene Therapy 4: 129-141; Miller et al. (1994) Methods in Enzymology 217:
581-599) y vectores adeno-asociados (revisado en Carter (1992) Curr Opinion Biotech 3:
533-539; Muzcyzka (1992) Curmr Top Microbiol Immunol. 158: 97-129). Otros vectores
virales que se utilizan incluyen los vectores adenovirales, los vectores del herpes viral y
los vectores del virus Sindbis, como se describe generalmente en, por ejemplo, Jolly
(1994) Cancer Gene Therapy 1. 51-64; Latchman (1994) Molec Biotechnol 2: 179-195; y
Johanning et al. (1995) Nucl Acids Res 23: 1495-1501.

En un aspecto, se pueden utilizar un vector de! virus de la viruela. El vector
viral de la viruela se transfecta con una secuencia polipeptidica que codifica un
polipéptido de la invencién, tal como un polipéptido elL-2, y es util en aplicaciones por
profilacticas, terapéuticas y diagndsticas en donde se desea la mejoria de una respuesta
inmune, tal como por ejemplo, proliferacién incrementada o mejorada de la célula T.

véase los vectores virales discutidos en, por ejemplo, Berencsi et al., J Infect Dis (2001)
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183 (8): 1171-9; Rosenwirth et al., Vaccine 2001 Feb 8; 19 (13-14): 1661-70; Kittlesen et

al., J Immunol (2000) 164 (8): 4204-11; et al. Gene Ther 2000 7 (19). 1680-9; Kanesa-
thasan et al., Vaccine (2000) 19 (4-5): 483-91; (2000) Drug 60 (2): 249-71. Las
composiciones que comprenden dichos vectores y un excipiente adecuado también son
una caracteristica de la invencion.

La terapia génica y las vacunas genéticas proveen métodos para combatir
la enfermedades infecciosas cronicas (por ejemplo, infeccién por VIH, hepatitis viral), asi
como enfermedades no infecciosas incluyendo céncer y algunas formas de defectos
congénitos tales como deficiencias enzimaticas, y dichos métodos se pueden emplear
con polinucledtidos de la invencién, incluyendo, por ejemplo, vectores y células que
comprende dichos polinucledtidos. Se han utilizado varios métodos para la introduccidn
de acidos nucleicos y vectores dentro de células in vivo, ex vivo e in vitro y se pueden
emplear con polinucledtidos de la invencién, y vectores que comprenden dichos
polinucledtidos. Estos métodos incluyen administracién del gen basado en liposoma
(Debs y Zhu (1993) WO 93/24640 y Patente de Estados Unidos No. 5,641,662; Mannino y
Gould-Fogerite (1988) BioTechniques 6 (7): 682-691; Patente de Estados Unidos No.
5,279,833; Brigham (1991) WO 91/06309; y Felgner et al. (1987) Proc Natl Acad Sci USA
84: 7413-7414; Brigham et al. (1989) Am J Med Sci 298: 278-281; Nabel et al. (1990)
Science 249: 1285-1288; Hazinski et al. (1991) Am J Resp Cell Molec Biol 4: 206-209; y
Wang y Huang (1987) Proc Natl Acad Sci USA 84: 7851-7855), administracion del gen
mediada por vector adenoviral, por ejemplo, para tratamiento del cancer (véase, por
ejemplo, Chen et al. (1994) Proc Natl Acad Sci USA 91: 3054-3057; Tong et al. (1996)

Gynecol Oncol 61: 175-179; Clayman et al. (1995) Cancer Res. 5: 1-6; O'Malley et al.
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(1995) Cancer Res 55: 1080-1085; Hwang et al. (1995) Am J Respir Cell Mol Biol 13: 7-

16; Haddada et al. (1995) Curr Top Microbiol Immunol. 1995 (Pt. 3): 297-306; Addison et
al. (1995) Proc Natl Acad Sci USA 92: 8522-8526; Colak et al. (1995) Brain Res 691: 76-
82; Crystal (1995) Science 270: 404-410; Eishami et al. (1996) Human Gene Ther 7: 141-
148, Vincent et al. (1996) J Neurosurg 85: 648-654), y muchos otros. También se han
utilizado los vectores retrovirales defectuosos en la replicacion que contienen secuencias
polipeptidicas terapéuticas como parte del genoma retroviral, particularmente con
respecto a los vectores simples MuLV. Véase, por ejemplo, Miller et al. (1990) Mol Cell
Biol 10: 4239 (1990); Kolberg (1992.) J NiH Res 4: 43, y Cometta et al.(1991) Hum Gene
Ther 2: 215). También se ha utilizado el transporte de acido nucleico acoplado a los
sistemas de transporte basados en cation, especificos del ligando (Wu y Wu (1988) J Biol
Chem, 263: 14621-14624). Los vectores de expresion de ADN desnudo también han sido
descritos (Nabel et al. (1990), anteriormente mencionado); Wolff et al. (1990) Science,
247: 1465-1468). en general, 6stos métodos se pueden adaptar a la invencion mediante
incorporacién de los acidos nucleicos que codifican los polipéptidos de la invencién dentro
de los vectores apropiados.

Los textos generales los cuales describen protocolos de terapia génica, los
cuales se pueden adaptar a la presente invencién mediante la introduccién de los acidos
nucleicos de la invencion dentro de los pacientes, incluyen, por ejemplo, Robbins (1996)
Gene Therapy Protocols, Humana Press, NJ, y Joyner (1993) Gene Targeting: A Practical

Approach, IRL Press, Oxford, Inglaterra.

A
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Tecnologia antisentido

Ademas de la expresién de los acidos nucleicos de la invencién como
acidos nucleicos para reemplazo de genes, los acidos nucleicos también son Gtiles para
la supresion de la expresion mediante sentido y antisentido, por ejemplo, para sub-regular
la expresion de un acido nucleico de la invencién, una vez, o cuando, la expresion del
acido nucleico ya no se desea en la célula. Similarmente, los acidos nucleicos de la
invencién, o subsecuencias o secuencias antisentido de las mismas, también se pueden
utilizar para bloquear la expresiéon de los 4cidos nucleicos homélogos que se presentan
de manera natural. Se conoce en la técnica una variedad de tecnologias sentido y
antisentido, por ejemplo, como se establece adicionalmente en Lichtenstein y Nellen
(1997) Antisense Technology: A Practical Approach IRL Press at Oxford University,
Oxford, Inglaterra, y en Agrawal (1996) Antisense Therapeutics Humana Press, NJ, y las

referencias citadas en éste.

Uso como sondas

También se contemplan los usos de los polinucledtidos, también referidos
en la presente invencion como oligonucleétidos, tipicamente que tienen al menos 12
bases, preferiblemente al menos 15, mas preferiblemente al menos 20, al menos 30, o al
menos 50 o mas bases, las cuales hibridan bajo condiciones altamente severas con un
polinucledtido de la invencién, o fragmentos del mismo. Los polinucledtidos se pueden
utilizar como sondas, iniciadores, agentes sentido y antisentido, y los similares, de

conformidad con los métodos como se menciond anteriormente.
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Hibridacion del acido nucleico

Los acidos nucleicos "hibridan™ cuando se asocian, tipicamente en solucion.
Los acidos nucleicos hibridan debido a una variedad de fuerzas fisicoquimicas bien
caracterizadas, tales como formacion de puentes de hidrdgeno, exclusion por solvente,
apilamiento de bases y los similares. Una gula extensiva a la hibridacién de acidos
nucleicos se encuentra en Tijssen (1993) Laboratory Techniques in Biochemistry and
Molecular Biology-Hybridization with Nucleic Acid Probes, parte |, capitulo 2, "Overview of
principles of hybridization and the strategy of nucleic acid probe assays, " (Elsevier, New
York) (en adelante "Tjissen"), asi como en Ausubel, anteriormente mencionado. Hames y
Higgins (1995) Gene Probes 1, IRL Press at Oxford University Press, Oxford, Inglaterra
(Hames y Higgins 1) y Hames y Higgins (1995) Gene Probes 2, IRL Press at Oxford
University Press, Oxford, Inglatera (Hames y Higgins 2) proveen detalles sobre la
sintesis, marcado, deteccién y cuantificacién de ADN y ARN, incluyendo oligonucleétidos.

Una indicacion de. que dos secuencias de 4cidos nucleicos son
sustancialmente idénticas es que las dos moléculas hibridan entre si bajo al menos
condiciones severas. La frase "que hibrida especificamente con”, se refiere a la union, la
formacion de duplex, o la hibridacion de una molécula solamente con una secuencia
nuclectidica particular bajo condiciones severas cuando la secuencia esta presente en
una mezcla compleja (por ejemplo, total celular) de ADN o ARN. "Sustancialmente
unido{s)” se refiere a la hibridacién complementaria entre una sonda de acido nucleico y
un acido nucleico blanco y comprende inconsistencias menores que se pueden acomodar
mediante la reduccién de la severidad del medio para hibridacién para lograr la deteccion

deseada de la secuencia polipeptidica blanco.
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"Condiciones de lavado para hibridacién severa" y "condiciones para

hibridacién severa™ en el contexto de los experimentos de hibridacién de acido nucleico,
tales como las hibridaciones Southem y Northemn, son dependientes de secuencia, y son
diferentes bajo diferentes parametros ambientales. Una gula extensiva a la hibridacién de
los acidos nucleicos se encuentra en Tijssen (1993), anteriormente mencionado, y en
Hames y Higgins 1 y Hames y Higgins 2, anteriormente mencionado.

Para. propositos de la presente invencién, generalmente, la hibridacién
"altamente severa" y las condiciones de lavado se seleccionan para que sean de
aproximadamente 5°C o al menos mas baja que el punto de fundido térmico (Tm) para Ia
sacuencia especlfica a una fuerza i6nica definida y pH (como se menciona a
continuacion, las condiciones altamente saveras también se pueden referir en términos
comparativos). La Tm es la temperatura (bajo fuerza i6nica definida y pH) a la cual 50%
de la secuencia se hibrida con una sonda perfactamente coincidente. En otras palabras,
la Tm indica la temperatura a la cual el duplex de é&cido nucleico esta 50%
desnaturalizado bajo las condiciones dadas y representa una medicién directa de la
estabilidad del hibrido de &cido nucleico. Por lo tanto, la Tm corresponde a la temperatura
que corresponde al punto medio en la transicién a partir de la hélice hacia enrollamiento
al azar; esto depende de la longitud, composicién de nucleétidos, y fuerza idnica para
largas extensiones de nucleétidos. Tlpicamente, bajo "condiciones severas”, una sonda
hibridard con su subsecuencia blanco, pero no con otras secuencias. Las "condiciones
muy severas” se seleccionan para que igualen a la Tm para una sonda particular.

Después de la hibridacién, el material de acido nucleico que no ha

hirbridado se puede remover mediante una serie de lavados, la severidad de los cuales

e



‘0

15

20

176

se puede ajustar dependiendo de los resultados deseados. Las condiciones de lavado a
baja severidad (por ejemplo, utilizando ya sea una alta concentraciéon de sales y una baja
temperatura) incrementan la sensibilidad, pero pueden producir sefiales de hibridacién no
especificas y una alta cantidad de sefiales de fondo. Las condiciones de alta severidad
(por ejemplo, utilizando una baja concentracién de sales y una mayor temperatura que es
cercana a la temperatura para hibridacién) disminuye la formacién de sefial de fondo,
tipicamente permaneciendo solamente la sefial especifica. Véase, Rapley, R. y Walker, J.
M. eds., Molecular Biomethods Handbook (Humana Press, Inc. 1998) (en adelante
"Rapley y Walker”), el cual se incorpora en {a presente invencién como referencia en su
totalidad para todos los propésitos.

La Tm de un duplex de ADN-ADN se puede estimar utilizando la ecuacion
(1): Tm (°C) = 81.5 C + 16.6 (log10M) + 0.41 (%G + C) - 0.72 (%f) - 500/n, en donde M es
la molaridad de los cationes monovalentes (usualmente Na+), (%G + C) es el porcentaje
de los nucledtidos de guanosina (G) y citosina (C), (%f) es el porcentaje de formalina y n
es el nUmero de bases nucleotidicas (por ejemplo, longitud) del hibrido. Véase, Rapley y
Walker, anteriormente mencionado.

La Tm de un duplex ARN-ADN se puede estimar utilizando la ecuacion (2):
Tm (°C) = 79.8°C + 18.5 (log10M) + 0.58 (%G + C) - 11.8(%G + C)? - 0.56 (%f) - 820/n, en
donde M es la molaridad de los cationes monovalentes (usuaimente Na+), (%G + C) es el
porcentaje de los nucledtidos de guanosina (G) y citosina (C), (%f) es el porcentaje de
formamida y n es el nimero de bases nuclectidicas (por ejemplo, longitud) del hibrido. ]d.
Las ecuaciones 1 y 2 anteriormente mencionadas tipicamente son precisas solamente

para hibridos en duplex mas largos de aproximadamente 100-200 nucledtidos. Id.
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La Tm de las secuencias de acido nucleico mas cortas de 50 nucledtidos se

puede calcular como sigue:

Tm (°C) = 4(G + C) + 2(A + T), en donde A (adenina), C, T (timina), y G son
los nimeros de los nucledtidos correspondientes.

Un ejemplo de condiciones de hibridacién severas para la hibridacién de
acidos nucleicos complementarios los cuales tienen mas de 100 residuos
complementarios en un filtro en un Southem o northem blot es 50% de formalina (o
formamida) con 1 mg de heparina a 42°C, con la hibridacién que se lleva a cabo durante
toda la noche. Un ejemplo de condiciones de {avado severas es un lavado con 0.2x SSC
a 65°C por 15 minutos (véase Sambrook, anteriormente menc|ionado. para una
descripcion del regulador de pH de SSC). Frecuentemente, el lavado de alta severidad se
precede por un lavado de baja severidad para remover la sefial de fondo de la sonda. Un
ejemplo de un lavado de baja severidad es con 2x SSC a 40°C por 15 minutos. Un
ejemplo de condiciones de lavado altamente severas es NaCl 0.15M a 72°C por
aproximadamente 15 minutos. Un ejemplo de un lavado con severidad media para un
duplex de, por ejemplo, méas de 100 nucleébtidos, es 1x SSC a 45°C por 15 minutos. Un
ejemplo de un lavado de baja severidad para un duplex de, por ejemplo, mas de 100
nucledtidos, es 4-6x SSC a 40°C por 15 minutos. Para sondas cortas (por ejemplo,
aproximadamente 10 a 50 nucleétidos), las condiciones de severidad tipicamente
incluyen concentraciones salinas menores de aproximadamente 1.0 M del ion Na+,
tipicamente aproximadamente 0.01 a 1.0 M de concentracion del ion Na+ (u otras sales)

apH 7.0 a 8.3, y la temperatura tipicamente es de al menos aproximadamente 30°C. Las
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condiciones severas también se pueden lograr con la adicion de agentes

desestabilizantes tal como formamida.

En general, una relacién de la sefial con respecto al ruido de fondo de 2x o
2.5x-5x (o mayor) que aquella observada para una sonda no relacionada en el ensayo
particular de hibridacién indica la deteccién de una hibridacién especifica. La deteccién de
al menos la hibridizacién severa entre dos secuencias en el oonte_xto de la presente
invencién indica una similitud u homologia estructural relativamente fuerte a, por ejemplo,
los acidos nucleicos de la presente invencidn provistos en la secuencia listada en la
presente invencion.

Como se menciono, las condiciones “altamente severas" se seleccionan
para que sean de aproximadamente $5°C o menores que el punto de fundido térmico (Tm)
para la secuencia especifica a una fuerza iénica definida y pH. Las secuencias blanco
que estan cercanamente relacionadas o que son idénticas a la secuencia nucleotidica de
interés (por ejemplo, "sonda™) se pueden identificar bajo condiciones altamente severas.
Las condiciones de baja severidad son apropiadas para secuencias que son menos
complementarias. Véase, por ejemplo, Rapley y Walker; Sambrook, todos anteriormente
mencionados.

La hibridaciébn comparativa también se puede utilizar para identificar los
acidos nucleicos de la invencién, y este método de hibridacién comparativa es un método
preferido para distinguir a los acidos nucleicos de la invencién. La deteccion de
hibridacién altamente severa entre dos secuencias nucleotidicas en el contexto de la
presente invencién indica una similitud/homologla estructural relativamente fuerte a, por

ejemplo, los acidos nucleicos provistos en el listado de secuencia en la presente
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invencion. La hibridacién altamente severa entre dos secuencias nucleotidicas demuestra

un grado de similitud o de homologia de la estructura, composicidn de bases
nucleotidicas, arreglo u orden que es mayor que aquella detectada para las condiciones
de hibridacién severas. En particular, la deteccion de la hibridacién altamente severa en
el contexto de la presente invencion indica una fuerte similitud estructural u homologia
estructural (por ejemplo, estructura nucleotidica, composicion de bases, arreglo u orden)
a, por ejemplo, los acidos nucleicos provistos en el listado de secuencia en la presente
invencion. Por ejemplo, es deseable identificar acidos nucleicos prueba los cuales
hibriden con los &cidos nucleicos ejemplares en la presente invencion bajo condiciones
severas,

Por lo tanto, una medida de hibridacién severa es la capacidad de hibridar
con uno de los &cidos nucleicos listados de la invencién (por ejemplo, secuencias de
acidos nucleicos SEQ ID NOS: 59-88, y secuencias polipeptidicas complementarias a las
mismas) bajo condiciones altamente severas (o condiciones muy severas, o condiciones
de hibridacién ultra-altamente severas, o condiciones de hibridacion ultra-ulira altamente
severas), La hibridacion severa (incluyendo, por ejemplo, condiciones de hibridacién
altamente severa, ultra-altamente severa, o ultra-ultra altamente severa) y las condiciones
de lavado se puede determinar facilmente de manera empirica para cualquier acido
nucleico prueba.

Por ejemplo, para la determinacién de la hibridacion altamente severa y
condiciones de lavado, la hibridacion y las condiciones de lavado se incrementan
graduaimente (por ejemplo, al incrementar la temperatura, disminuir la concentracién de

sal, incrementar la concentracién del detergente y/o incrementar la concentracién de



15

20

@\'

180
solventes organicos, tal como formalina, en la hibridacién o lavado), hasta que se alcance

un criterio de selecciéon deseado. Por ejemplo, la hibridacién y las condiciones de lavado
gradualmente se incremenian hasta que una sonda que comprende una o0 mas
secuencias de acidos nucleicos seleccionadas a partir de SEQ ID NOS: 58-88, y
secuencias polipeptidicas complementarias a las mismas, se unan a un blanco
complementario de manera perfectamente coincidente (de nuevo, un &cido nucleico que
comprende una 0 mas secuencias de acidos nucleicos seleccionadas a partir de SEQ |ID
NOS: 59-88, y secuencias polinucleotidicas complementarias a las mismas), con una
relacion de sefial de fondo con respecto al ruido de fondo que es al menos 2.5x, y
opcionalmente 5x 0 mas tan alta como aquella observada para la hibridacion de la sonda
a un blanco no coincidente. En este caso, el blanco no coincidente es un acido nucleico
que corresponde a, por ejemplo, una secuencia conocida de acido nucleico de interferén-
aifa (por ejemplo, una secuencia de acidos nucleicos de interferbn-alfa presente en una
base de datos publica tal como GenBank o GENESEQ en el momento de ia presentacion
de la presente solicitud).

Se dice que un &cido nucleico prueba se hibrida especlficamente a una
sonda de &cido nucleico cuando se hibrida a al menos % a la sonda complementaria
perfectamente coincidente, por ejemplo, con una relacién de la sefial al ruido de fondo de
al menos % tan alta como la hibridacion de la sonda al blanco bajo condiciones en las
cuales la sonda perfectamente coincidente se une al blanco complementario
perfectamente coincidente con una relacién de sefial de fondo con respecto al ruido de
fondo que es al menos aproximadamente 2.5x-10x, tipicamente 5x-10x tan alta como

aquella observada para la hibridacién a cualesquiera de los écidos nucleicos blanco no
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coincidentes tal como, por ejemplo, una secuencia conocida de acido nucleico de

interferén-alfa como se establecid anteriormente. Para algunos de dichos acidos
nucleicos, las condiciones de severidad se seleccionan de tal manera que un
oligonucledtido perfectamente complementario al oligonucieétido codificante se hibrida al
oligonucleétido codificante con al menos aproximadamente una relacion de la sefial con
respecto al ruido de fondo 5x mayor que para la hibridacion del oligonucleétido
perfectamente complementario a un acido nucleico control que comesponde a una
secuencia conocida de interferén-alfa como se establecié anteriormente.

La hibridacién ultra altamente severa y condiciones de lavado son aquéllas
en las cuales la severidad de la hibridacion y las condiciones de lavado se incrementan
hasta que la relacién de la sefial con respecto al ruido de fondo para la union de la sonda
al acido nucleico blanco complementario perfectamente coincidente es de al menos 10x
tan alta como aquella observada para la hibridacion a cualesquiera de los &cidos
nucleicos blanco no coincidentes, tal como, por ejemplo, una secuencia conocida de
acido nucleico de interferon-alfa como se establecid anteriormente. Se dice que un écido
nucleico blanco el cual hibrida con una sonda bajo dichas condiciones, con una relacién
de la sefial al ruido de fondo de al menos aquella del acido nucleico blanco
complementario perfectamente coincidente se une a la sonda bajo condiciones ultra
altamente severas.

De manera similar, incluso se pueden determinar niveles mas elevados de
severidad mediante el incremento gradual de las condiciones de hibridacion y/o de lavado
del ensayo relevante para hibridacién. Por ejemplo, aquellos en los cuales la severidad de

la hibridacion y las condiciones de lavado se incrementan hasta que la relacién de la
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sefial con respecto al ruido de fondo para la unién de la sonda al acido nucleico blanco

complementario perfectamente coincidente es de al menos 10x, 20x, 50x, 100x, o 500x o
mas tan alta como aquella observada para la hibridacién a cualesquiera de los acidos
nucleicos blanco no coincidentes, tal como, por ejemplo, una secuencia conocida de
Acido nucleico de interferdn-aifa como se establecié anteriormente. Se dice que un écido
nucleico blanco el cual hibrida con una sonda bajo dichas condiciones, con una relacién
de la seflal al ruido de fondo de al menos % a aquella del acido nucleico blanco
complementario perfectamente coincidente se une a la sonda bajo condiciones ultra-ultra-
altamente severas.

Los acidos nucleicos blanco que hibrida con uno 0 mas acidos nucleicos
representados por SEQ ID NOS: 59-88 bajo condiciones de alta severidad, ultra-alta
severidad y ultra-ultra alta severidad son una caracteristica de la invencién. Los ejemplos
de dichos acidos nucleicos incluyen aquellos con una o unas pocas sustituciones de
aminoacidos silenciosos o conservativos en comparacion con una secuencia dada de

acido nucleico.

Usos terapéuticos
Diversos polipéptidos de interferén-alfa y conjugados de interferén-alfa han

sido aprobados o actualmente sa encuentran en desarmolio clinico para el tratamiento de
una variedad de condiciones tales como hepatitis crénica C, hepatitis cronica B, leucemia
de célula pilosa, melanoma maligno, linfoma folicular, Condiloma Acuminatum, sarcoma
de Kaposi relacionado con el SIDA, iinfoma no de Hodgkin, ieucemia mieiégena cronica,

carcinoma de célula basal, mieloma miuitiple, tumores carcinoides, cancer de vejiga
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urinaria, enfermedad de Crohn, linfoma cutdneo de célula T, carcinoma de célula renal,

esclerosis muitiple, y SIDA. Por consiguiente, la presente invencién incluye un método
para el tratamiento de una condicién la cual responde al interferdn-alfa, tai como por
ejomplo una condicién anteriormente descrita, que comprende administrar a un sujeto
que padece de la condicibn una composicion gue comprende un polipéptido de la
invencién o un conjugado de la invencién en una cantidad efectiva para mejorar un
sintoma asociado con la condicién. La invencion también incluye el uso de una
composicién que comprende un polipéptido de la invencién o un conjugado de la
invencidn (por ejemplo, una "composicién de la invencion™) para el tratamiento de una
condicién la cual responde al interferbn-alfa, tal como una condicién anteriormente
descrita, o cualquier otra condicion la cual responde a un polipéptido de la invencién o a

un conjugado de la invencion.

Tratamiento de infecciones virales y condiciones asociadas con la infeccion

viral

En un aspecto, la invencién provee un método para el tratamiento de un
sujeto infectado con un virus, que comprende administrar al sujeto una composicion de la
invencidon en una cantidad efectiva para disminuir el nivel del virus en el sujeto y/o para
mejorar un sintoma o condicién asociada con la infeccion viral. Las infecciones virales
ejemplares contempladas por los métodos de tratamiento de la invencion incluye, pero no
se limitan a, infeccién por un virus de la familia Flaviviridae, tal como, por ejemplo, virus

de {a hepatitis C, virus de la fiebre amarilla, virus oriental del Nilo, virus de la encefalitis

japonesa, virus del dengue, o virus de la diarrea viral de bovino; infeccién por un virus de

224
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la familia HepaADNVviridae, tal como, por ejemplo, virus de la hepatitis B; infeccién por un

virus de la familia Picomaviridae, tal como, por ejemplo, virus de la encefalomiocarditis,
rinovirus de humano, o virus de la hepatitis A; infeccion por un virus de la familia
Retroviridae, tal como, por ejemplo, virus de inmunodeficiencia de humano, virus de
inmunodeficiencia de simio, virus linfotrdpico T de humano, o virus del sarcoma de Rous;
infeccién por un virus de la familia Coronaviridae, tal como, por ejemplo, coronavirus del
SARS; infeccién por un virus de la familia Rhabdoviridae, tal como, por ejemplo, virus de
la rabia o virus de la estomatitis vesicular, infeccion por un virus de la familia
Paramyxoviridae, tal como, por ejemplo, virus sincitial respiratorio o virus de la
Parainfluenza, infeccién por un virus de la familia Papillomaviridae, tal como, por ejemplo,
papilomavirus de humano, e infeccién por un virus de la familia Herpesviridae, tal como,
por ejemplo, virus del Herpes Simplex.

Los siguientes ejemplos no limitantes se proveen para el tratamiento de
infecciones virales ejemplares y enfermedades y condiciones asociadas con dichas
infecciones utilizando polipéptidos y conjugados de la invencién, incluyendo los
programas de dosificacién sugeridos para polipéptidos y conjugados de la invencién y
métodos para monitorear la eficiencia de dichos tratamientos. Los programas de
dosificacion de los polipéptidos o conjugados de la invencién para el tratamiento de otras
infecciones virales y enfermedades y condiciones asociadas con las infecciones virales, y
métodos para monitorear la eficiencia de dichos tratamientos, se pueden averiguar por un

experto en la técnica.
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Virus de la hepatitis C

En un aspecto la invencién provee un método para el tratamiento de un
paciente infectado con el virus de la hepatitis C (HCV), que comprende administrar al
paciente una cantidad efectiva de una composicién de la invencién que comprende uno o
mas polipéptidos o conjugados de la invencién. La invencién también provee una
composicion para uso en el tratamiento de un paciente infectado con HCV, que
comprende uno o mas polipéptidos o conjugados de la invencidon y un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable. Un paciente diagnosticado como infectado con
HCV incluye un paciente que exhibe ARN de HCV en la sangre y/o que exhibe anticuerpo
anti-HCV en el suero.

Una composicibn que comprende un polipéptido de la invencion
generalmente se administrard a una dosis y frecuencia similar a la que se emplea en
regimenes terapéuticos contra HCV utilizando polipéptidos de interferon-aifa clinicamente
aprobados, tales como, por ejemplo ROFERON®-A (interfer6n alfa-2a, recombinante;
Hoffmann-La Roche Inc.), INTRON® A (interferbn alfa-2b, recombinante; Schering
Cormporation), y INFERGEN® (interferén alfacon-1; InterMune, In¢.). Los programas de
dosificacion ejemplares recomendados de ROFERON o INTRON A para el tratamiento de
HCV crénico es de 3 millones de Ul (aproximadamente 15 microgramos (mcg)) tres veces
a la semana mediante inyeccidn subcutdnea por, por ejemplo, 24 a 48 semanas. Un
programa de dosificacion ejemplar recomendado de INFERGEN para el tratamiento de
HCV crénico es 9 mcg tres veces a la semana mediante inyeccién subcutanea por, por
ejemplo, 24 a 48 semanas. Dependiendo de numerosos factores (incluyendo pero no

limitados a la actividad y las farmacocinéticas del polipéptido de la invencion y la talla y
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altura del paciente), el polipéptido se puede administrar en cantidades menores (tal como,

por ejemplo, aproximadamente 2, 3, 4, 5, 6, 7, u 8 mcg) y/o menos frecuentemente (tal
como una vez a la semana o dos veces a la semana) en comparacién con lo
anteriormente descrito.

De manera similar, una composicion que comprende un conjugado de la
invenciéon generalmente se administrard a una dosis y frecuencia similar a aquella que se
emplea en regimenes terapéuticos para HCV utilizando conjugados de interferon-alfa
clinicamente aprobados, tales como, por ejemplo, PEGASYS® (Peginterferon alfa-2a;
Hoffmann-La Roche, Inc.) o PEG-INTRON® (peginterferén alfa-2b; Schering
Corporation). Un programa de dosificacién ejemplar recomendado de PEGASYS para el
tratamiento de HCV crbnico es 180 mcg una vez a la semana mediante inyeccion
subcutinea por, por ejemplo, 24 a 48 semanas. Dependiendo de numerosos factores
(incluyendo pero no limitados al peso molecular, actividad, y farmacocinéticas del
conjugado de la invencién y la talla y salud del paciente), el conjugado se puede
administrar en cantidades menores (tal como, por ejemplo, aproximadamente 25, 50, 75,
100, 125, o 150 mcg) y/o menos frecuentemente (tal como una vez cada 10 dias, o una
vez cada 2 semanas) en comparacion con lo anteriormente descrito.

En algunos casos el polipéptido o conjugado de la invencién se administra
en combinacibn con uno o mas agentes terapéuticos adicionales. Por ejemplo, el
polipéptido o conjugado de la invencién se puede administrar en combinacién con un
farmaco antiviral de molécula pequefia tal como Ribavirin, el cual se vende bajo los
nombres COPEGUS® (Hoffmann-La Roche, Inc) y REBETOL® (Schering Corporation).

Alternativamente, o ademas de un farmaco antiviral de molécula pequefia, el polipéptido o
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conjugado de la invencion se puede administrar en combinacidn con una o mas citocina

adicionales, tal como, por ejemplo, IFN-gamma, el cual se vende bajo el nombre
Actimmune® (interferbn gamma-Ib; InterMune, Inc.), IL-2, el cual se vende bajo el nombre
PROLEUKIN® IL-2 (aldesleukin interleucina-2 recombinante de humano (rhiL-2); Chiron
Corp.), 0 IL-12 (interleucina-12).

La cantidad precisa y frecuencia de administracion del polipéptido o
conjugado de la invencidén dependerd de numerosos factores tales como la actividad
especifica y las propiedades farmacocinéticas del polipéptido o del conjugado, asi como
la naturaleza de la condicién a ser tratada (tal como, el genatipo del virus de (a hepatitis C
a ser tratada), entre otros factores conocidos por aquellos expertos en la técnica.
Normalmente, la dosis debe ser capaz de prevenir o de disminuir la severidad o extension
de la indicacion a ser tratada. Dicha dosis puede ser denominada una cantidad "efectiva"
0 "terapéuticamente efectiva”. Sera evidente a aquelios experios en la técnica de una
cantidad efectiva de una polipéptido, conjugado o composicién de la invencion depende,
entre otros, de la condicién a ser tratada, la dosis, el programa de administracién, si el
polipéptido o conjugado o composicién se administra sola 0 en combinacién con otros
agentes terapéuticos, la vida media en suero y otras propiedades farmacacinéticas del
polipéptido, conjugado o composicién, asl como la talla, edad, y salud general del
paciente. La dosis y frecuencia de administracion se pueden averiguar por un experto en
la técnica utilizando técnicas conocidas.

La efectividad del tratamiento se puede determinar mediante la medicién de
la carga viral, por ejemplo mediante la determinacién del titulo o nivel de virus en suero o

plasma utilizando los métodos conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, mediante
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el monitoreo de los niveles de ARN viral utilizando pruebas basadas en PCR cuantitativo,

tal como la pruesba COBAS AMPLICOR® HCV, v2.0 o la prueba COBAS AMPLICOR
HCV MONITOR®, v2.0 (ambas a partir de Roche Diagnostics). En algunos casos, una
cantidad efectiva de una composicion de la invencién es aquella que es adecuada para
lograr una reduccién en la carga viral en al menos 2 unidades log, al menos 3 unidades
log, al menos 4 unidades log, al menos 5 unidades log, al menos 6 unidades log o al
menos 7 unidades log durante el curso del tratamiento, en comparacién con la carga viral
antes del tratamiento (la cual generalmente se encuentra en el intervalo de 105-107 copias
de ARN de HCV/ml para los pacientes con HCV crénico). En algunos casos una cantidad
efectiva de una composicion de la invencién es una cantidad la cual es suficiente para
reducir la carga viral a niveles que esencialmente son indetectables, tal como, por
ejemplo, menor de aproximadamente 500 copias/ml suero o menor de aproximadamente
100 copias/ml suero. La invencion incluye un método para la reduccién del nivel de ARN
de HCV en suero de un paciente infectado con HCV, que comprende administrar al
paciente una composicion de la invencién en una cantidad efectiva para reducir el nivel
de ARN de HCV en comparacién con el nivel de ARN de HCV presente antes del inicio
del tratamiento.

La efectividad del tratamiento se puede determinar alternativamente o
ademas mediante la medicién de un parémetro indicativo de una condicién asociada con
la infeccion por HCV, tal como, por ejemplo, dafio hepatico. Por ejemplo, el nivel de
alaninaaminotransferasa en suero (ALT) se puede medir utilizando un ensayo estandar.
En general, un nivel de ALT menor de aproximadamente 50 unidades intemacionales/ml

(Ui/ml) en suero se considera normal. Un nivel mayor de ALT puede ser indicativo de



‘0

15

20

189
dafio hepatico en proceso. En algunos casos, una cantidad efectiva de una composicion

de la invencion es una cantidad efectiva para reducir el nivel de ALT, en un pacients con
un nivel de ALT mayor del normal, a menos de aproximadamente 50 Ul/ml de suero. Por
lo tanto, la invencién incluye un método para la reduccion del nivel de ALT en suero de un
paciente infectado con HCV que exhibe un nivel inicial de ALT mayor de 50 Ul/ml, que
comprende administrar al paciente una composicion de la invencién en una cantidad

efectiva para reducir el nivel de ALT nivel a menos de aproximadamente 50 Ul/ml.

Virus de inmunodeficiencia de humano

En otro aspecto la invencidn provee un método para el tratamiento de un
paciente infectado con virus de inmunodeficiencia de humano (VIH), tal como VIH-1 o
VIH-2, o una enfermedad o condiciébn asociada con infecciéon por VIH, tal como, por
ejemplo, sarcoma de Kaposi relacionado con SIDA, que comprende administrar al
paciente una cantidad efectiva de una composicion de la invencién que comprende uno o
mas polipéptidos o conjugados de la invencion, opcionalmente en asociacién con otros
agentes terapéuticos antivirales como se describe a continuacién. La invencion también
provee una compaosicion para uso en el tratamiento de un paciente infectado con HIV o
una enfermedad o condicion asociada con infeccidn por VIH, que comprende uno o0 mas
polipéptidos o conjugados de la invencidn y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente
aceptable. Un paciente diagnosticado como infectado con HIV incluye un paciente que
exhibe niveles detectables de ARN de VIH o ADN proviral en la sangre, y/o que exhibe

niveles detectables del antigeno p24 o del anticuerpo anti-VIH en suero.
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Una composicibn que comprende un polipéptido de la invencion

generalmente se administrara a una dosis y frecuencia similar a aquella que se emplea
en regimenes terapéuticos para tratar VIH utilizando polipéptidos de interferon-alfa tales
como, por ejemplo ROFERON®-A (interferdn alfa-2a, recombinante; Hoffmann-La Roche
Inc.), INTRON® A (interferdn alfa-2b, recombinante; Schering Corporation), e
INFERGEN® (interferén alfacon-1; InterMune, Inc.). Como se mencion6 anteriormente,
los programas de dosificacion ejemplares recomendados de ROFERON o INTRON A
para el tratamiento de HCV crénico es de 3 millones de Ul (aproximadamente 15
microgramos (mcg)) tres veces a la semana mediante inyeccién subcutdnea por, por
ejemplo, 24 a 48 semanas, y un programa de dosificacion ejemplar recomendado de
INFERGEN para el tratamiento de HCV crénico es de 9 mcg tres veces a la semana
mediante inyeccidn subcutdnea por, por ejemplo, 24 a 48 semanas. Un programa de
dosificacién ejemplar recomendado de ROFERON para el tratamiento de sarcoma de
Kaposi relacionado con SIDA es de 36 millones de unidades diariamente por 10 a 12
semanas, luego 36 millones de unidades 3 veces a la semana. Un programa de
dosificacion ejemplar recomendado de INTRON A para el tratamiento de sarcoma de
Kaposi relacionado con SIDA es de 30 millones de Ul/m2 tres veces a la semana
administrado subcutdneamente. Dichos programas de dosificacién proveen intervalos
utiles para la dosificacion de un polipéptido de la invencién para el tratamiento de HIV o
una enfermedad o condicién asociada con infeccién por VIH. Dependiendo de numerosos
factores (incluyendo pero no limitados a la actividad y las farmacocinéticas del polipéptido

de la invencion y la talla, edad y salud del paciente), el polipéptido de la invencién se
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puede administrar en cantidades menores y/o menos fracuentemente en comparacion

con lo anteriormente descrito.

De manera similar, una composicion que comprende un conjugado de la
Invencidn generalmente se administrara a una dosis y frecuencia similar a aquella que se
emplea en regimenes terapéuticos contra VIH utilizando conjugados de interferén-alfa,
tales como, por ejemplo, PEGASYS® (Peginterferon alfa-2a; Hoffmann-La Roche, Inc.) o
PEG-INTRON® (peginterferdn alfa-2b; Schering Corporation). Un . programa de
dosificacion ejemplar de PEG-INTRON para el tratamiento de VIH es entre
aproximadamente 1.0 mcg/kg/semana y 3.0 mecg/kg/semana mediante inyeccion
subcutanea por, por ejemplo, 24 a 48 semanas. Dicho programa de dosificacion provee
un intervalo Gtil para la dosificacién de un conjugado de la invencién para el tratamiento
del VIH. Dependiendo de numerosos factores (incluyendo pero no limitados al peso
molecular, actividad, y farmacocinéticas del conjugado de la invencion y la talla, edad y
salud del pacients), el conjugado se puede administrar en cantidades menores (tal como,
por ejemplo, aproximadamente 0.1, 0.25, 0.50, o 0.75 mcg/kg/semana) y/o menos
frecuentemente (tal como una vez cada 10 dias, o una vez cada 2 semanas) en
comparacion con lo anteriormente descrito.

En algunos casos el polipéptido o conjugado de la invencién se administra
en combinacién con uno o mas agentes terapéuticos adicionales. Los tratamientos
clinicos de la infeccidon por VIH-1 en el hombre incluyen terapias de combinacion de
multiples fArmacos generaimente denominadas Terapia Antiretroviral Altamente Activa
("HAART"- por sus siglas en inglés). El polipéptido o conjugado de la invencién se puede

administrar asi en combinacién con HAART u otros compuestos terapéuticos antivirales.
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Los componentes tipicos de la HAART, los cuales incluyen diversas combinaciones de

inhibidores de la nucledtido reverso transcriptasa ("NRTI"), inhibidores de la no
nucledsido reverso transcriptasa ("NNRTI") e inhibidores de la VIH proteasa ("PI"), se
describen, por ejemplo, en A. M. Vandamme et al. (1998) Antiviral Chemistry &
Chemotherapy, 9: 187-203; "Drugs for HIV Infection” en The Medical Letter Vol. 39
(publicacién 1015) diciembre 5, 1997, paginas 111-116; y Solicitud de Patente publicada
de los Estados Unidos US 20020182179 Al; cada uno de los cuales se incorpora como
referencia en la presente invenciéon. Si los pacientes infectados con VIH también se
infectan con HCV, el polipéptido o conjugado de la invencién se puede administrar en
combinacién con un farmaco antiviral tal como Ribavirin, el cual se vende bajo los
nombres COPEGUS® (Hoffmann-La Roche, Inc) y REBETOL® (Schering Corporation),
junto con HAART.

La cantidad precisa y frecuencia de administracién del polipéptido o
conjugado de la invencién, y administracién de agentes terapéuticos adicionales tales
como HAART y/o Ribavirin, dependerd de numerosos factores tales como la actividad
especifica y las propiedades farmacocinéticas del polipéptido o del conjugado, as{ como
la naturaleza de la condicién a ser tratada (tal como, la presencia de infecciones virales
adicionales tal como HCV), entre otros factores conocidos por aquellos expertos en la
técnica. Normalmente, la dosis debe ser capaz de prevenir o disminuir la severidad o
extensiodn de la indicacién a ser tratada. Dicha dosis se puede denominar una cantidad
"efectiva™ o "terapéuticamente efectiva". Sera evidente a aquellos expertos en la técnica
que una cantidad efectiva de un polipéptido, conjugado o composicion de la invencion

depende, entre otros, de la condicion a ser tratada, la dosis, el programa de
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administracion, si el polipéptido o conjugado o composicion se administra sola o0 en

combinacién con otros agentes terapéuticos, la vida media en suero y otras propiedades
farmacocinéticas del polipéptido, conjugado o composicion, asi como la talla, edad, y
salud general del paciente. La dosis y frecuencia de administracién se puede averiguar
por un experto en la técnica utilizando técnicas conocidas.

Ademas de los usos generales anteriormente descritos, un polipéptido o
conjugado de la invencion se puede administrar a las siguientes subpoblaciones de
pacientes infectados con VIH: como una terapia adyuvante, por ejemplo a HAART como
se describié anteriormente; como monoterapia o terapia de combinaciéon en pacientes en
etapa temprana cuando la carga viral generalmente es alta; como un agente combinado
antiviral e inmunomodulador for pacientes que se someten a interrupciones del
tratamiento estructurado (STI) o "farmacos de dias feriados™, como terapia salvaje en
pacientes cuyas opciones de HAART estan limitadas; como un meétodo de tratamiento
antiviral para mantener la carga viral en monitoreo sin iniciar la terapia de HAART con el
objeto de retrasar la aparicién de virus resistentes a HAART.

La efectividad del tratamiento se puede determinar mediante la medicién de
la carga viral, por ejemplo mediante la determinacion del titulo o nivel de virus en suero o
plasma utilizando los métodos conocidas en la técnica, tales como, por ejemplo, mediante
el monitoreo de los niveles de ARN viral de VIH-1 utilizando pruebas cuantitativas
basadas en RT-PCR, tal como la prueba AMPLICOR HIV-1MONITOR®, v1.5 (Roche
Diagnostics). En algunos casos, una cantidad efectiva de una composicion de la
invencion es aquella que es adecuada para lograr una reduccién en la carga viral en al

menos 0.5 unidades log, al menos 1 unidad log, al menos 2 unidades log, al menos 3
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unidades log, al menos 4 unidades log, al menos 5 unidades log, al menos 6 unidades log

o al menos 7 unidades log durante el curso del tratamiento, en comparacion con la carga
viral antes del tratamiento. En algunos casos una cantidad efectiva de una composicién
de la invencién es una cantidad la cual es suficiente para reducir la carga viral a niveles
que esencialmente son indetectables, tal como, por ejemplo, menor de aproximadamente
50-100 copias de ARN de HIV-1 por ml de suero. La invencién incluye un método para la
reduccion del nivel de ARN de HIV en suero de un paciente infectado con HIV, que
comprende administrar al paciente una composicién de la invencidbn en una cantidad
efectiva para reducir el nivel de ARN de HIV en comparacidn con el nivel de ARN de HIV
presente antes del inicio del tratamiento.

La efectividad del tratamiento se puede determinar altemativamente o
ademas mediante marcadores en suero para la replicacion de HIV, tal como la presencia
del antigeno de VIH p24 en la sangre. En algunos casos una cantidad efectiva de una
composicion de la invencion es una cantidad que es suficiente para reducir el nivel de
antigeno p24 en la sangre a 50%, 25%. 10% o 5% del nivel presente antes del inicio del
tratamiento. En algunos casos una cantidad efectiva de una composicién de la invencién
as una cantidad que es suficiente para reducir el nivel del antigeno p24 a un nivel el cual
es asencialmente indetectable. La invencién incluye un método para la reduccion del nivel
del antigeno p24 en suero de un paciente infectado con HIV, que comprende administrar
al paciente una composicion de la invencién en una cantidad efectiva para reducir el nivel
del antigeno p24 en comparacién con el nivel del antigeno p24 presente antes del inicio

del tratamiento.
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Virus de la hepatitis B

En otro aspecto, la invencién provee un método para el tratamiento de un
paciente infectado con virus de la hepatitis B (HBV), que comprende administrar al
paciente una cantidad efectiva de una composicién de la invencién que comprende uno o
mas polipéptidos o conjugados de la invencién. La invencién también provee una
composicion para uso en el tratamiento de un paciente infectado con HBV, que
comprende uno o mas polipéptidos o conjugados de la invencion y un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable.

Un paciente diagnosticado como infectado con HBV exhibe antigeno de
superficie de ia hepatitis B (HBsAg) detectable en el suero. La infeccion crénica por HBV
se clasifica adicionalmente ya sea como "replicativa” o "no replicativa”. En la infeccion
replicativa, el paciente usualmente tiene una concentracién relativamente alta de ADN
viral en suero y HBeAg detectable, la cual es una proteina altemativamente procesada
del gen pre-nuicleo de HBV que se sintetiza bajo condiciones de alta replicacion viral. No
obstante, en las cepas extrafias de la HBV con mutaciones en el gen pre-nucleo, la
infeccion replicativa se puede presentar en la ausencia de HBeAg detectable en suero.
Los pacientes con hepatitis crénica B e infeccién replicativa tienen una prognosis
generalmente muy mala y una mayor posibilidad de desarrollar cirrosis y/o carcinoma
hepatocelular que aquellos sin HBeAg. En la infeccibn no replicativa, la velocidad de
replicacion viral en el higado es lenta, la concentracion de ADN de HBV en suero
generalmente es baja y el antigeno Be de la hepatitis (HBeAg) no se detecta.

Una composicion que comprende un polipéptido de la invencién

generalmente se administrara a una dosis y frecuencia similar a aquella que se emplea
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en regimenes terapéuticos contra HBV utilizando polipéptidos de interferon-alfa

clinicamente aprobados, tal como, por sjemplo INTRON® A (interferon alfa-2b,
recombinante; Schering Corporation). Un programa de dosificacion ejemplar
recomendado de INTRON A para el tratamiento de HBV crénico en adultos es de 30 a 35
millones de Ul por semana mediante inyeccién subcuténea o intramuscular, ya sea como
5 millones de Ul por dia (qd) o como 10 millones de Ul tres veces a la semana (tiw) por
16 semanas. Dependiendo de numerosos factores (incluyendo, pero no limitados a, la
actividad y las fammacocinéticas del polipéptido de la invencion, y Ia talla y salud del
paciente), el polipéptido de la invencién se puede administrar en cantidades menores (tal
como, por ejemplo, aproximadamente 5, 10, 15, 20, o 25 millones de Ul por semana) y/o
menos frecuentemente (tal como una vez a la semana o dos veces a la semana) en
comparacién con lo anteriormente descrito.

De manera similar, una composicion que comprende un conjugado de la
invencion generalmente se administrara a una dosis y frecuencia similar a aquella que se
emplea en regimenes terapéuticos contra HBV utilizando conjugados de interferon-aifa
actualmente empleados en ensayos clinicos, tal como, por ejemplo, PEGASYS®
(Peginterferén alfa-2a; Hoffmann-La Roche, Inc.). Los programas de dosificacion ejemplar
de PEGASYS para el tratamiento de HBV crdnico es entre 80 mcg-270 mcg inyectados
una vez a la semana por un total de 24 semanas. Dependiendo de numerosos factores
(incluyendo pero no limitados al peso molecular, actividad, y farmacocinéticas del
conjugado de la invencion y la talla y salud del paciente), el conjugado se puede

administrar en cantidades menores (tal como, por ejemplo, aproximadamente 25, 50, 75,
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100, 125, 150, o0 200 mcg) y/o menos frecuentemente (tal como una vez cada 10 dias, o

una vez cada 2 semanas) en comparacién con lo anteriormente descrito.

En algunos casos el polipéptido o conjugado de la invencién se administra
en combinacién con uno o mas agentes terapéuticos adicionales. Por ejemplo, el
polipéptido o conjugado de la invencién se puede administrar en combinacion con
farmacos antivirales tal como lamivudine (también conocido como 3TC), el cual se vende
bajo el nombre Epivir-HBV® (GlaxoSmithKline), o adefovir dipivoxil, el cual se vende bajo
el nombre Hepsera® (Gilead Sciences).

La cantidad precisa y frecuencia de administracion del polipéptido o
conjugado de la invencion dependera de numerosos factores tales como la actividad
especifica y las propiedades farmacocinéticas del polipéptido o del conjugado, as| como
la naturaleza de la condicién a ser tratada (tal como, por ejemplo, en el caso de la
infeccién crdnica por HBV, en donde la infeccién es replicativa o no replicativa), entre
otros factores conocidos por aquellos expertos en la técnica. Normalmente, la dosis debe
ser capaz de prevenir o disminuir la severidad o extensién de la indicacién a ser tratada.
Dicha dosis se puede denominar una cantidad "efectiva” o "terapéuticamente efectiva”.
Seré evidente a aquellos expertos en la técnica que una cantidad efectiva de una
polipéptido, conjugado o composicién de la invencién depende, entre otros, de la
condicién a ser tratada, la dosis, el programa de administracion, si el polipéptido o
conjugado o composicion se administra sola o en combinacidbn con otros agentes
terapéuticos, la vida media en suero y otras propiedades farmacocinéticas del polipéptido,

conjugado o composicion, asl como la talla, edad, y salud general del paciente. La dosis y
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frecuencia de administracion se pueden averiguar por un experto en la técnica utilizando

técnicas conocidas.

La efectividad del tratamiento se puede determinar por ejemplo mediante la
medicion de la carga viral, por ejemplo el nivel de ADN viral en suero o piasma, utilizando
los métodos conocidos en la técnica. Los métodos para monitoreo de los niveles de ADN
de HBV incluyen pruebas cuantitativas basadas en PCR, tales como la prueba COBAS
AMPLICOR HBV MONITOR®, v2.0 o la prueba AMPLICOR HBV MONITOR®, v2.0
(ambas a partir de Roche Diagnostics). En algunos casos una cantidad efectiva de una
composicién de la invencién es una cantidad que es suficiente para reducir el ADN viral a,
por ejemplo, menos de aproximadamente 500,000 copias/ml suero o menor de
aproximadamente 100,000 copias/ml suero o menor de aproximadamente 10,000
copias/ml suero, o a niveles los cuales sosn esencialmente indetectables (tal como, por
ejemplo, menor de aproximadamente 1000 copias/ml suero, menor de aproximadamente
500 copias/ml suero, 0 menor de aproximadamente 200 copias/ml de suero). La invencién
incluye un método para la reduccién del nivel de ADN de HBV en suero de un paciente
infectado con HBV, que comprende administrar al paciente una composicion de la
invencién en una cantidad efectiva para reducir el nivel de ADN de HBV en comparacién
con el nivel de ADN de HBV presente antes del inicio del tratamiento.

La efectividad del tratamiento se puede determinar altemativamente o
ademas mediante la medicion de otros marcadores en suero para la replicacién del HBV,
tal como HBeAg. En algunos casos una cantidad efectiva de una composicién de la
invencidn es una cantidad que es suficiente para reducir el nivel de HBeAg en suero a

50%, 25%, 10% o 5% del nivel presente antes del inicio de! tratamiento. En algunos
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casos una cantidad efectiva de una composicion de la invencién es una cantidad que es

suficiente para reducir el nivel de HBeAg a un nivel el cual es esenciaimente indetectable.
La invencién incluye un método para la reduccion del nivel de HBeAg en suero de un
paciente infectado con HBV, que comprende administrar al paciente una composicién de
la invencién en una cantidad efectiva para reducir el nivel de HBeAg en comparacién con
el nivel de HBeAg presente antes del inicio del tratamiento.

Como se discutié anteriormente, otro marcador en suero indicativo de la
infeccibn por HBV es HBsAg. Por lo tanto, la efectividad del tratamiento se puede
determinar altemativamente 0 ademas mediante la medicién del nivel de HBsAg en el
suero. En algunos casos una cantidad efectiva de una composicién de la invencion es
una cantidad que es suficiente para reducir el nivel de HBsAg en suero a 50%, 25%, 10%
o 5% del nivel presente antes del inicio del tratamiento. En algunos casos una cantidad
efectiva de una composicién de la invencién es una cantidad que es suficiente para
reducir el nivel de HBsAg a un nivel el cual es esenciaimente indetectable. La invencién
incluye un método para la reduccién del nivel de HBsAg en suero de un paciente
infectado con HBV, que comprende administrar al paciente una composicibn de la
invencién en una cantidad efectiva para reducir el nivel de HBsAg en comparacion con el
nivel de HBsAg presente antes del inicio del tratamiento.

La efectividad del tratamiento se puede determinar altemativamente o
ademas mediante la medicion de un pardmetro indicativo de una condicién asociada con
la infeccién por HBV, tal como, por ejemplo, dafio hepatico. Por ejemplo, el nivel de
alaninaaminotransferasa en suero (ALT) se puede medir utilizando un ensayo estandar.

En general, un nivel de ALT menor de aproximadamente 50 unidades intemacionales/mi

2%



‘0

15

20

200
(Ul/ml) en suero se considera normal. Un nivel mayor de ALT puede ser indicativo de

daflo hepatico en proceso. En algunos casas, una cantidad efectiva de una composicion
de la invencidn es una cantidad efectiva para reducir el nivel de ALT, en un paciente con
un nivel de ALT mayor del normal, a menos de aproximadamente 50 Ul/ml de suero. Por
lo tanto, la invencién incluye un método para la reduccién del nivel de ALT en suero de un
paciente infectado con HBV que exhibe un nivel inicial de ALT mayor de 50 Ul/ml, que
comprende administrar al paciente una composicidn de la invencién en una cantidad

efectiva para reducir el nivel de ALT a menos de aproximadamente 50 Ul/ml.

Virus linfotrépico T de humano tipo 1

En otro aspecto la invencion provee un método para el tratamiento de un
paciente infectado con virus linfotrépico T de humano tipo 1 (HTLV-1), o una enfermedad
o condicién asociada con la infeccion por HTLV-1, tal como, por ejemplo, leucemia de
célula T de adultoflinfoma (ATLL), mielopatia asociada con HTLV-1 (HAM), Parapesis
espastica tropical (TSP), uveitis, o artropatia. EI método comprende administrar al
paciente una cantidad efectiva de una composicion de la invencién que comprende uno o
mas polipéptidos o conjugados de la invencidén. La invenciébn también provee una
compaosicidn para uso en el tratamiento de un paciente infectado con HTLV-1, o una
enfermedad o condicion asociada con la infecciébn por HTLV-1, la composicidn que
comprende uno o mas polipéptidos o conjugados de la invencion y un vehiculo o
excipiente famacéuticamente aceptable. Un paciente diagnosticado con infeccién por
HTLV-1 incluye un paciente que exhibe ADN proviral de HTLV-1 en la sangre y/o

anticuerpo a un antigeno HTLV-1 en el suero.
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Una composicibn que comprende un polipéptido de la invencién

generalmente se administrard a una dosis y frecuencia similar a aquella que se emplea
en reglmenes terapéuticos contra HCV o en oncologia utilizando polipéptidos de
interferén-alfa clinicamente aprobados, tales como, por ejemplo ROFERON®-A
(interferdn alfa-2a, recombinante; Hoffmann-La Roche Inc.) e INTRON® A (interferdn alfa-
2b, recombinante; Schering Corporation). Los programas de dosificacion ejemplares
recomendados de ROFERON o INTRON A para el tratamiento de HCV crénico es de 3
millones de Ul (aproximadamente 15 microgramos (mcg)) tres veces a la semana
mediante inyeccién subcutanea por, por ejemplo, 24 a 48 semanas. Un programa de
dosificacidon ejemplar recomendado de ROFERON para el tratamiento de leucemia de
célula pilosa es de 3-5 millones de unidades diariamente mediante inyeccién subcutanea
por 16 a 24 semanas, luego 3 millones de unidades 3 veces a la semana para
mantenimiento. Un programa de dosificacién ejemplar recomendado de INTRON A para
el tratamiento de leucemia de célula pilosa es de 2 millones de Ul/m2 (metro cuadrado de
superficie corporal) administrado subcutaneamente 3 veces a la semana por 6 meses.
Dichos programas de dosificacion proveen intervalos (tiles para la dosificacion de un
polipéptido de la invencién para el tratamiento de la infeccibn por HTLV-1, o una
enfaermedad o condicién asociada con la infeccién por HTLV-1 tal como leucemia de
célula T de adultoflinfoma (ATLL), mielopatla asociada con HTLV-1 (HAM), o Parapesis
espastica tropical (TSP). Dependiendo de numerosos factores (incluyendo pero no
limitados a la actividad y las farmacocinéticas del polipéptido de la invencion y la talla,
edad y salud del paciente), el polipéptido se puede administrar en cantidades menores

y/o menos frecuentemente en comparacién con lo anteriormente descrito.
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De manera similar, una composicion que comprende un conjugado de la

invencion generalmente se administrara a una dosis y frecuencia similar a aquella que se
emplea en regimenes terapéuticos contra HCV o en oncologla utilizando conjugados de
interferdn-alfa clinicamente aprobados, tales como, por ejemplo, PEGASYS®
(Peginterferdn alfa-2a; Hoffmann-La Roche, Inc.) o PEG-INTRON® (peginterferén alfa-2b;
Schering Corporation). Un programa de dosificacion ejemplar recomendado de
PEGASYS para el tratamiento de HCV crénico es de 180 mcg una vez a la semana
mediante inyecciébn subcutidnea por, por ejemplo, 24 a 48 semanas. Un programa de
dosificacion ejemplar recomendado de PEG-INTRON para el tratamiento de leucemia
mielégena crdnica es de 6 mcg/kg de peso corporal una vez a la semana mediante
inyeccién subcutédnea por, por ejemplo, 52 semanas. Dichos programas de dosificacién
proveen intervalos Utiles para la dosificacién de un conjugado de la invencién para el
tratamiento de la infeccién por HTLV-1, o una enfermedad o condicion asociada con la
infeccion por HTLV-1 tal como leucemia de célula T de adulto/linfoma (ATLL), mielopatia
asociada con HTLV-1 (HAM), o Parapesis espastica tropical (TSP). Dependiendo de
numerosos factores (incluyendo pero no limitados al peso molecular, actividad, y
farmacocinéticas del conjugado de la invencidn y la talla, edad y salud del paciente), el
conjugado se puede administrar en cantidades menores y/o menos frecuentemente en
comparacion con lo anteriormente descrito.

En algunos casos el polipéptido o conjugado de la invencion se administra
en combinacién con uno o0 mas agentes terapéuticos adicionales. Por ejemplo, el
polipéptido o conjugado de la invencién se puede administrar en combinacién con un

farmaco antiretroviral tal como zidovudine (AZT) y/o lamivudine (3TC). Este también se
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puede administrar en combinacién con transplante de célula madre sanguinea periférica,

quimioterapia convencional, o alta dosis de quimioterapia con transplantes autélogos o
alogendicos de médula 6sea. Altemativamente, el polipéptido o conjugado de la invencién
se puede combinar con otra inmunoterapia, por ejemplo con anticuerpos monoclonales al
receptor de anti-interleucina-2 o inyeccidn de células T citotdxicas dirigidas en contra de
los antigenos virales.

La cantidad precisa y frecuencia de administraciébn del polipéptido o
conjugado de la invencion dependera de numerosos factores tales como la actividad
especifica y las propiedades farmacocinéticas del polipéptido o del conjugado, asi como
la naturaleza de la condicién a ser tratada, entre otros factores conocidos por aquellos
expertos en la técnica. Normalmente, la dosis debe ser capaz de prevenir o disminuir la
severidad o extensién de la indicacion a ser tratada. Dicha dosis se puede denominar una
cantidad "efectiva” o “terapéuticamente efectiva". Serd evidente a aquellos expertos en la
técnica que una cantidad efectiva de una polipéptido, conjugado o composicion de la
invencion depende, entre otros, de la condicion a ser tratada, la dosis, el programa de
administracion, si el polipéptido o conjugado o composicion se administra sola 0 en
combinacion con otros agentes terapéuticos, la vida media en suero y otras propiedades
farmacocinéticas del polipéptido, conjugado o composicién, asi como la talla, edad, y
salud general del paciente. La dosis y frecuencia de administraciéon se pueden averiguar
por un experto en la técnica utilizando técnicas conocidas.

La efectividad del tratamiento se puede determinar mediante la medicion de
la carga viral de HTLV-1, tal como, por sjemplo, midiendo el nivel de ADN proviral de

HTLV-1 en la sangre utilizando los métodos conocidos en la técnica, por ejempio



‘0

15

20

204
mediante PCR cuantitativo como se describe por Saito et al., (2004) J. Infect Dis. 189 (1):

29-40. En algunos casos, una cantidad efectiva de una composicién de la invancién es
aquella que es adecuada para lograr una reduccion en la carga viral en al menos 0.5
unidades log, tal como al menos 1 unidad log, al menos 2 unidades log, al menos 3
unidades log, al menos 4 unidades log, al menos 5 unidades log, al menos 6 unidades
log, o al menos 7 unidades log durante el curso del tratamiento, en comparacién con la
carga viral antes del tratamiento. En algunos casos una cantidad efectiva de una
composicion de la invencién es una cantidad la cual es suficiente para reducir la carga
viral a niveles que esencialmente son indetectables. La invencion incluye un método para
la reduccién del nivel de ADN proviral de HTLV-1 en la sangre de un paciente infectado
con HTLV-1, que comprende administrar al paciente una composiciéon de la invencién en
una cantidad efectiva para reducir el nivel de ADN proviral de HTLV-1 en comparacién
con aquel presente antes del inicio del tratamiento.

La efectividad del tratamiento se puede determinar altemativamente o
ademas mediante la medicién del titulo de un anticuerpo anti-HTLV-1 en el suero,
utilizando los métodos conocidos en la técnica, tal como, por ejemplo, mediante pruebas
comercialmente disponibles tal como INNO-LIA™ HTLV I/l (Innogenetics; Gent Belgium)
y Abbott HTLV-I/HTLV-Il EIA (Abbott Laboratories; Abbott Park, IL). En algunos casos una
cantidad efectiva de una composicién de la invencion es una cantidad que es suficiente
para reducir el titulo de un anticuerpo anti-HTLV-1 en el suero a 50%, 25%, 10% o 5% del
titulo presente antes del inicio del tratamiento. En algunos casos una cantidad efectiva de
una composicion de la invencién es una cantidad que es suficiente para reducir el titulo

de un anticuerpo anti-HTLV-1 en el suero a un nivel el cual es esencialmente
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indetectable. La invencion incluye un método para la reduccion del titulo de un anticuerpo

anti-HTLV-1 en el suero de un paciente infectado con HTLV-l, que comprende administrar
al paciente una composicién de la invencion en una cantidad efectiva para reducir el titulo
del anticuerpo anti-HTLV-1 en el suero en comparacién con aquel presente antes del

inicio del tratamiento.

Papilomavirus de humano

En otro aspecto la invencién provee un método para el tratamiento de un
paciente infectado con papilomavirus de humano (HPV), o una enfermedad o condicién
asociada con la infeccién por HPV, tal como, por ejemplo, verrugas de manos y pies, ¥
lesiones de las membranas mucosas de las cavidades orales, anales y genitales. Aunque
muchos tipos de HPV son relativamente inofensivos, muchos otros tipos se extienden a
través del contacto sexual y da lugar a verrugas genitales o venéreas (denominadas
condiloma acuminatum) los cuales da lugar a cancer cervical y otros canceres genitales.
El método comprende administrar al paciente infectado con HPV una cantidad efectiva de
una composicidn de la invencién que comprende uno o mas polipéptidos o conjugados de
la invencion. La invencidn también provee una composicién para uso en el tratamiento de
un paciente infectado con HPV, ¢ una enfermedad o condicién asociada con la infeccion
por HPV, la composicién que comprende uno o mas polipéptidos o conjugados de la
invencién y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Un paciente
diagnosticado con infeccién por HPV incluye un paciente que exhibe ADN viral de HPV en
biopsias de tejido genital, y algunas veces {pero no siempre) exhibe lesiones visibles en

los tejidos genitales.
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Una composicibn que comprende un polipéptido de la invencién
generalmente se administrara a una dosis y frecuencia similar a aquella que se emplea
en regimenes terapéuticos contra HPV utilizando polipéptidos de interferén-alfa
clinicamente aprobados, tal como, por ejemplo, INTRON® A (interferon aifa-2b,
recombinante; Schering Corporation). Una dosis recomendada de INTRON A para el
tratamiento del condiloma acuminatum es de 1.0 millones de Ul inyectadas dentro de
cada lesion, por hasta 5 lesiones, utilizando una jeringa de tuberculina o una jeringa
similar y una aguja de calibre 25 a 30, tres veces a |la semana en dias altemos, por 3
semanas. pacientes con 6 a 10 condilomas pueden recibir un segundo curso de
tratamiento (secuencial) en el programa de dosis anteriormente mencionado, para tratar
hasta cinco condilomas adicionales por curso de tratamiento. Los pacientes con mas de
10 condilomas pueden recibir secuencias adicionales dependiendo de qué tan grande es
el nimero de condilomas presentes. El interferon se puede aplicar alternativamente ¢
ademas topicamente, por ejemplo en forma de una crema o ungiliento (como se describe
por ejemplo en Stentella et al. (1996) Clin. Exp. Obstet. Gynecol. 23 (1): 28-36). Dichos
programas de dosificacion proveen intervalos Utiles para la dosificacion de un polipéptido
de la invencién para el tratamiento de la infeccion por HPV, o una enfermedad o
condicion asociada con la infeccion por HPV tal como condiloma acuminatum.
Dependiendo de numerosos factores (incluyendo pero no limitados a la actividad y las
farmacocinéticas del polipéptido de la invencion y la talla, edad y salud del paciente), el
polipéptido de la invencion se puede administrar en cantidades menores y/o menos
frecuentemente en comparacion con lo anteriormente descrito. De manera similar, una

composicion que comprende un conjugado de la invencidn generalmente se administrara,
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por ejemplo intralesionaimente o tépicamente, a una dosis efectiva para reducir la

cantidad de ADN viral de HPV en los tejidos afectados o para reducir el tamafio/o nimero
de las lesiones genitales en el individuo infectado.

En algunos casos el polipéptido o conjugado de la invencién se administra
en combinacién con uno o méas agentes terapéuticos adicionales. Por ejemplo, el
polipéptido o conjugado de la invencién se puede administrar en combinacién con un
terapéuticos anti-HPV tal como Podofilox (Condylox) y/o Podophyllin (Pododerm,
Podocon-25).

La cantidad precisa y frecuencia de administracion del polipéptido o
conjugado de la invencién dependerd de numerosos factores tales como la actividad
especlfica y las propiedades farmacocinéticas del polipéptido o del conjugado, asl como
la naturaleza de la condicién a ser tratada, entre otros factores conocidos por aquellos
expertos en ia técnica. Normalmente, la dosis debe ser capaz de prevenir o disminuir la
severidad o extension de la indicacién a ser tratada. Dicha dosis se puede denominar una
cantidad "efectiva” o "terapéuticamente efectiva”™, Sera evidente a aquellos expertos en la
técnica que una cantidad efectiva de una polipéptido, conjugado o composiciéon de la
invencién depende, entre otros, de la condicién a ser tratada, la dosis, el programa de
administracion, si el polipéptido o conjugado o composicidn se administra sola o en
combinacién con otros agentes terapéuticos, la vida media en suero y otras propiedades
farmacocinéticas del polipéptido, conjugado o composicion, asi como la talla, edad, y
salud general del paciente. La dosis y frecuencia de administracién se pueden averiguar

por un experto en la técnica utilizando técnicas conocidas.
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La efectividad del tratamiento se puede determinar mediante la medicién de

la carga viral de HPV, tal como, por ejemplo, midiendo el nivel de ADN viral de HPV en
biopsias de tejido. En algunos casos, una cantidad efectiva de una composicién de la
invencién es aquella que es adecuada para lograr una reduccién en la carga viral en al
menos 0.5 unidades log, tal como al menos 1 unidad log, al menos 2 unidades log, al
menos 3 unidades log, al menos 4 unidades log, al menos 5 unidades log, al menos 6
unidades log, o al menos 7 unidades log durante el curso del tratamiento, en comparacion
con la carga viral antes del tratamiento. En algunos casos una cantidad efectiva de una
compasicion de la invencion es una cantidad la cual es suficiente para reducir la carga
viral a niveles que esencialmente son indetectables. La invencion incluye un método para
la reduccidn del nivel de ADN viral de HPV en tejido de un paciente infectado con HPV,
que comprende administrar al paciente una composicién de la invencion en una cantidad
efactiva para reducir el nivel de ADN viral de HPV en comparacién con aquel presente
antes del inicio del tratamiento.

La efectividad del tratamiento se puede determinar alternativamente o
ademas mediante la observacion del tamafio o nimero de lesiones genitales
(condilomas) en el individuo infectado. En algunos casos una cantidad efectiva de una
composicion de la invencién es una cantidad que es suficiente para reducir el tamafio y/o
nimero de condilomas en el individuo infectado. La invencién incluye un método para la
reduccién del tamafio y/o nimero de condilomas en un paciente infectado con HPV, que
comprende administrar al paciente una composicién de la invencién en una cantidad
efectiva para reducir el tamafio y/o nimero de condilomas en el paciente en comparacion

con aquel presente antes del inicio del tratamiento.
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Formulaciones y rutas de administracion

Las formulaciones terapéuticas del polipéptido 0 conjugado de la invencién
tipicamente se administran en una composicion que incluye uno o mas vehiculos o
excipientes farmacéuticamente aceptables. Dichas composiciones famacéuticas se
pueden preparar de manera conocida per se en la técnica para resultar en un polipéptido
farmacéutico que es adecuadamente estable para almacenamiento y es adecuado para la

administracién a8 humanos o animales.

Forma del farmaco

El polipéptido o conjugado de la invencién se puede utilizar “tal como se
encuentra” y/o en una forma de sal del mismo. Las sales adecuadas incluyen, pero no se
limitan a, sales con metales alcalinos o metales témreos alcalinos, tales como sodio,
potasio, calcio y magnesio, asl como por ejemplo sales de zinc. Estas sales o complejos

pueden estar presentes como una estructura cristalina y/o amorfa.

Excipientes

"Farmacéuticamente aceptable" significa un vehiculo o excipientes que a las
dosis y concentraciones empleadas no ocasionan ningln efecto adverso en los pacientes
a los cuales se administra. Dichos vehlculos y excipientes farmacéuticamente aceptables
se conocen bien en la técnica (véase Remington's Pharmaceutical Sciences, 18a edicién,
A. R. Gennaro, Ed., Mack Publishing Company (1990); Pharmaceutical Formulation

Development of Peptides and Proteins, S. Frokjaer y L. Hovgaard, Eds., Taylor & Francis
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(2000); y Handbook of Phammaceutical Excipients, 3a edicién, A. Kibbe, Ed.,

Phamaceutical Press (2000)).

Mezcla de farmacos

La composicion de la invencion se puede administrar sola o en conjuncién
con otros agentes terapéuticos. El ribavirin, por ejemplo, frecuentemente se co-administra
con IFN-alfa y se ha mostrado que incrementa la eficiencia en tratamientos antivirales, tal
como el tratamiento para HCV. Se ha desarrollado una variedad de moléculas pequefias
tanto en contra de blancos virales (proteasas virales, polimerasa viral, ensambiaje de ios
complejos de replicacion viral) y blancos hospederos (proteasas del hospedero
requeridas para el procesamiento viral, cinasas del hospedero requeridas para la
fosforilacién de los blancos virales tal como NS5A e inhibidores de factores del hospedero
requeridas para utilizar de manera eficiente el IRES viral). Se pueden co-administrar otras
citocinas, tales como por ejemplo IL-2, IL-12, IL-23, IL-27, o IFN-gamma. Estos agentes
se pueden incorporar como parte de la misma composicion farmacéutica o se pueden
administrar separadamente a partir del polipéptido o conjugado de la invencioén, ya sea
concurentemente o de conformidad con otro programa de tratamiento. Ademas, el
polipéptido, conjugado o composicidon de la invencién se puede utilizar como un

adyuvante a otras terapias.

Pacientes
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Un "paciente” para los propdsitos de la presente invencién' incluye tanto

humanos como otros mamiferos. Por lo tanto los métodos son aplicables tanto a terapia

para humanos como para aplicaciones veterinarias.

Tipos de composici¢n y rutas de administracién

La composicion farmacéutica que comprende el polipéptido o conjugado de
la invencion se puede formular en una variedad de formas, por ejemplo como liquido, gel,
liofilizado, o como un sélido comprimido. La forma preferida dependera de la indicacion
particular a ser tratada y sera evidente para aquellos expertos en la técnica.

La administracion de las i’ormulaciones de la presente invencién se puede
llevar a cabo en una variedad de formas, incluyendo, pero no limitadas a, administracion
oralmente, subcutdneamente, intravenosamente, intracerebralmente, intranasalmente,
transdermalmen_te. intraperitonealmente, intramuscularmente, intrapulmonarmente,
vaginalmente, rectalmente, intraocularmente, o en de cualquier otra manera aceptable.
Las formulaciones se pueden administrar continuamente mediante infusion, aunque es
aceptable la inyeccién de bolo, utilizando técnicas bien conocidas en la técnica, tales
como bombas (por ejemplo, bombas osméticas subcutdneas) o implante. En algunos

casos las formulaciones se pueden aplicar directamente como una solucién o aspersion.

Parenterales
Un ejemplo de una composicién farmacéutica es una solucién disefiada
para administracién parenteral. Aunque en muchos casos las formulaciones en solucién

farmacéutica se proveen en forma liquida, apropiada para uso inmediato, dichas
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formulaciones parenterales también se pueden proveer en forma congelada o liofilizada.

En el dlitimo caso, la composicidn se deba descongelar antes de su uso. Esta ditima
forma se utiliza para mejorar la estabilidad del compuesto activo contenido en la
composicidn bajo una amplia variedad de condiciones de almacenamiento, como se
reconoce por aquellos expertos en la técnica que liofilizan preparaciones, éstas son
generalmente mas estables que sus contrapartes liquidas. Dichas preparaciones
liofilizadas se reconstituyen antes de su uso mediante la adicién de uno o mas diluyentes
adecuados farmacéuticamente aceptables tales como agua estéril para inyeccién o
solucién salina fisiologica estéril.

Los parenterales se pueden preparar para almacenamiento como
formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas mediante la mezcla, como se ha
apropiada, del polipéptido que tiene el grado de pureza deseado con uno o méas
vehiculos, excipientes o estabilizantes farmacéuticamente aceptables tipicamente
empleados en la técnica (todos los cuales se denominan "excipientes”), por ejemplo
agentes para regulacion de pH, agentes estabilizantes, conservadores, isotonificantes,
detergentes no idnicos, antioxidantes y/u otros aditivos miscelaneos.

Los agentes para regqulacién de pH ayudan a mantener el pH en el intervalo
que se aproxima a las condiciones fisioldgicas. Estos estan presentes tipicamente a una
concentracion que tiene un intervalo de aproximadamente 2 mM a aproximadamente 50
mM. Los agentes para regulacién de pH adecuados para uso con la presente invencién
incluye tanto acidos organicos e inorganicos y sales de los mismos tales como
reguladores de pH de citrato (por ejemplo, mezcla de citrato monosédico-citrato disédico,

mezcla de éacido citrico-citrato trisédico, mezcla de 4cido citrico-citrato monosédico, etc.),

\
2/
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reguladores de pH de succinato (por ejemplo, mezcla de é&cido succinico-succinato

monosddico, mezcla de acido succinico-hidroxido de sodio, mezcla de acido succinico-
succinato disddico, etc.), reguladores de pH de tartrato {por ejemplo, mezcla de acido
tartarico-tartrato de sodio, mezcia de &cido tartarico-tartrato de potasio, mezcla de acido
tartarico-hidroxido de sodio, etc.), reguladores de pH de fumarato (por ejemplo, mezcla de
acido fumarico-fumarato monosddico, mezcla de &cido fumarico-fumarato disddico,
mezcla de fumarato monoséddico-fumarato disédico, etc.), reguladores de pH de gluconato
(por ejemplo, mezcla de acido glucdnico-gliconato de sodio, mezcla de acido glucénico-
hidréxido de sodio, mezcla de acido glucdnico-gluconato de potasio, etc.), regulador de
pH de oxalato (por ejemplo, mezcla de 4cido oxalico-oxalato de sodio, mezcla de acido
oxalico-hidréxido de sodio, mezcla de acido oxalico-oxalato de potasio, etc.), reguladores
de pH de lactato (por ejemplo, mezcla de acido lactico-lactato de sodio, mezcla de écido
lactico-hidrdxido de sodio, mezcla de acido lactico-lactato de potasio, etc.) y reguladores
de pH de acetato (por ejemplo, mezcla de &cido acético-acetato de sodio, mezcla de
acido acético-hidroxido de sodio, etc.). Las posibilidades adicionales son reguladores de
pH de fosfato, reguladores de pH de histidina y sales de trimetilamina tal como Tris.

Los conservadores se afiaden para retrasar el crecimiento microbiano, y
tipicamente se afiaden en cantidades de aproximadamente 0.2%-1% (p/v). Los
conservadores adecuados para uso con la presente invencién incluyen fenol, alcohol
bencllico, meta-cresol, metil paraben, propil paraben, cloruro de octadecildimetilbencil
amonio, haluros de benzalconio (por ejemplo cloruro, bromuro o yoduro de benzalconio),
cloruro de hexametonio, alquil parabens tales como metil o propil paraben, catecol,

resorcinol, ciclohexanol y 3-pentanol.
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Los isotonificadores se afiaden para asegurar la isotonicidad de las

composiciones liquidas e incluyen alcoholes de azlcar polihidrica, preferiblemente
alcoholes de azicar trihidrica o superior, tales como glicerina, eritritol, arabitol, xilitol,
sorbitol y mannitol. Los alcoholes polihidricos pueden estar presentes en una cantidad
entre 0.1% y 25% en peso, tipicamente de 1% a 5%, tomando en cuenta las cantidades
relativas de los otros ingredientes.

Los estabilizantes se refieren a una amplia categorla de excipientes los
cuales pueden tener un intervalo en la funcién a partir de un agente para formacién de
masa a un aditivo el cual solubiliza el agente terapéutico o ayuda a prevenir a
desnaturalizacién o adherencia a la pared del contenedor. Los estabilizantes tipicos
pueden ser alcoholes de azicar polihidrica (anteriormente mencionados); los
aminoacidos tal como arginina, lisina, glicina, glutamina, asparagina, histidina, alanina,
ornitinea, L-leucinea, 2-fenilalanina, acido glutamico, treoniné. etc., azicares organicos o
alcoholes de azlcar, tales como lactosa, trehalosa, estaquiosa, mannitol, sorbitol, xilitol,
ribitol, mioinisitol, galactitol, glicerol y los similares, incluyendo ciclitoles tal como inositol;
polietilenglicol; polimeros de aminoacidos; agentes reductores que contienen azufre, tales
como urea, glutationa, cido tidctico, tioglicolato de sodio, tioglicerol, a-monotioglicerol y
tiosulfato de sodio; péptidos de bajo peso molecular (por ejemplo <10 residuos); protelnas
tales como albimina de suero de humano, alblimina de suero de bovino, gelatina o
inmunoglobulinas; polimeros hidrdfilos tal como polivinilpirrolidona; monosacaridos tales
como xilosa, mannosa, fructuosa y glucosa; disacaridos tales como lactosa, maltosa y

sacarosa;, trisacdridos tal como rafinosa, y polisaciridos tal como dextran. Los
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estabilizantes tipicamente estan presentes en el intervalo de 0.1 a 10,000 partes en peso

basandose en el peso de la proteina activa.

Los agentes tensoactivos no i6nicos o detergentes (también conocidos
como "agentes humectantes") pueden estar presentes para ayudar a solubilizar el agente
terapéutico asi como para proteger el polipéptido terapéutico en contra de la agregacién
inducida por agitacién, lo cual también permite que la formulacién se exponga a las
fuerzas cortantes de superficia sin ocasionar la desnaturalizacién del polipéptido. Los
agentes tensoactivos no ibnicos adecuados incluyen polisorbatos (20, 80, etc.),
polioxameros (184, 188 etc.), Pluronic® poliolis, monoéteres de polioxietilen sorbitano
(Tween®-20, Tween®-80, etc.).

Los excipientes misceldneos adicionales incluyen agentes para formacion
de masa o llenadores (por ejemplo almidén), agentes quelantes (por ejemplo EDTA),
antioxidantes (por ejemplo, acido ascérbico, metionina, vitamina E) y cosolventes.

El ingrediente activo también se puede atrapar en microcapsulas
preparadas, por ejemplo, mediante las técnicas de coascervacidn o mediante
polimerizacién interfacial, por ejemplo hidroximetilcelulosa, gelatina o poli-
(metilmetacilato) en sistemas coloidales para administracion de farmaco (por ejemplo
liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nano-particulas y nanocapsulas)
o en macroemulsiones. Dichas técnicas se describen en Remington's Pharmaceutical
Sciences, anteriormente mencionado.

En un aspecto de la invenciéon la composicién es una composicion liquida,
tal como una composicion acuosa, y comprende un derivado de sulfoaiquil éter

ciclodextrina de formula
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en donde

nes4 506 Ry Rz.- Ra, R¢, Rs, Rs, Ry, R, Y Rp son cada uno,
independientemente, -O- o un grupo -O-(alquilo de Cz-Cg)-SOs-, en donde al menos uno
de R, Rz 0 R3 es independientemente un grupo -O-(alquilo de C-Cg)-SO3-; ¥ S1. S2, S,
Ss, Ss, Ss, S7, Se, ¥ Sp cada uno, independientemente, un catiébn farmacéuticamente
aceptable, incluyendo H*.

Se debe mencionar que cuando n=4, la sulfoalquil éter ciclodextrina también
se puede referir como una a-sulfoalquil éter ciclodextrina de manera similar, cuando n =
5, se puede emplear el término p-sulfoalquil éter ciclodextrina y cuando n=6, la sulfoalquil
éter ciclodextrina también se puede referir como una y-sulfoalquil éter ciclodextrina.

En una modalidad adicional, n es 5§ ¢ 6. En una modalidad preferida n=6.

En incluso una modalidad adicional Ry, R 0 R; se selecciona
independientemente a partir del grupo que consiste de -OCH;CH2CH:SOj-, -
OCH,CH2CH2CH2S803- y -OCH2CH2CH2CH2CH2803-. Mas preferiblemente, R1, R2 o
R3 es independientemente -OCH2CH2CH2CH2S03-.
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En una modalidad adicional 81, S2, 83, S4, S5, S6, S7, S8, y S9 cada uno

es, independientemente, un catién famrmacéuticamente aceptable seleccionado a partir de
H+, metales alcalinos (por ejemplo Li+, Na+, K+), metales térreos alcalinos (por ejemplo,
Ca+2, Mg+2), iones de amonio y cationes de amina tales como los cationes de
alquilaminas de (C1-C6), piperidina, pirazinz, alcanolamina de (C1-C6) vy
cicloalcanolamina de (C4-C8). Mas preferiblemente, 81, S2, S3, S4, S5, S6, S7, $8, y S9
cada uno es, independientemente, un catidon farmacéuticamente aceptable seleccionado
a partir del grupo que consiste de H+, Li+, Na+, K+, en particular Na+.

La sulfoalquil éter ciclodextrina puede contener de 1 a 18 grupos sulfoalquilo
(cuando n=4), a partir de 1-21 grupos sulfoalquilo (cuando n=5) o a partir de 1-21 (cuando
n=6). En una modalidad preferida de la invencién n=5 y el derivado de sulfoalquiléter
comprende, en promedio, 2-20 grupos sulfoalquilo (en particular grupos sulfobutilo), tal
como 3-10 grupos sulfoalquilo (en particular grupos sulfobutilo), mas preferiblemente 4-9
grupos sulfoalquilo (en particular grupos sulfobutilo), incluso mas preferiblemente 5-9
grupos sulfoalquilo {en particular grupos sulfobutilo), tal como 6-8 grupos sulfoalquilo (en
particular grupos sulfobutilo), por ejemplo 7 grupos sulfoalquilo (en particular grupos
sulfobutilo).

En algunos casos el derivado de sulfoalquil éter ciclodextrina es una sal, en
particular una sal de sodio, de p-ciclodextrina sulfobutil éter (por ejemplo n=>5), la cual en
promedio contiene 7 grupos sulfobutilo. Este derivado de sulfoalquil éter ciclodextrina
también se denomina SBE7-p-CD y estd disponible como Captisol® (Cydex, Overland

Park, Kansas).

258
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El término "alquilo de C1-C6" representa un grupo alquilo de cadena

ramificada o recta que tiene de uno a seis dtomos de carbono. Los grupos tipicos de
alquilo de C1-C6 incluyen, pero no se limitan a, metilo etilo, n-propilo, iso-propilo, n-butilo,
iso-butilo, sec-butilo, ter-butilo, n-pentilo, iso-pentilo, n-hexilo e iso-hexilo.

El término "alquilo de C2-C6" representa un grupo alquilo de cadena
ramificada o recta que tiene de dos a seis atomos de carbono. Los grupos tipicos de
alquilo de C2-C6 incluyen, pero no se limitan a, etilo, n-propilo, iso-propilo, n-butilo, iso-
butilo, sec-butilo, ter-butilo, n-pentilo, iso-pentilo, n-hexilo e iso-hexilo.

Los detalles adicionales que se refieren a las composiciones que
comprenden los polipéptidos descritos en la presente invencion y derivados de sulfoaiquil
éter ciclodextrina se pueden encontrar en WO 03/002152, particularmente en la seccién
titulada “el derivado de sulfoalquil éter ciclodextrina™ en las paginas 37- 49, incorporado
en la presente invencidn como referencia.

Las formulaciones parenterales a ser utilizadas para la administracién in
vivo deben estar estériles. Esto se logra faciimente, por ejemplo, mediante la filtracién a

través de membranas de filtracion estériles.

Preparaciones de liberacién sostenida

Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacién sostenida incluyen
matices semi-permeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el polipéptido o
conjugado, las matrices que tienen una forma adecuada tal como una pelicula o
microcépsulas. Los ejemplos de matrices de liberacién sostenida incluyen poliésteres,

hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato} o poli(vinilalcohol)), polilactidos;
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copolimeros de L-acido glutamico y etil-L-glutamato, etilen-vinil acetato no degradables,

copolimeros degradables de acido lactico-acido glicélico tal como la tecnologia
ProLease® o Lupron Depot® (microesferas inyectables compuestas de copolimero de
acido lactico-acido glicdlico y acetato de leuprolide), y cido poli-D-(-}-3- hidroxibutirico.
Aunque los polimeros tales como acetato de etilen-vinilo y acido lactico-acido glicélico
permiten la liberacién de moléculas por periodos largos tal como hasta o mayor de 100
dias, ciertos hidrogeles liberan proteinas por periodos de tiempo méas cortos. Cuando los
polipéptidos encapsulados permanecen en el cuerpo por un largo tiempo, éstos se
pueden desnaturalizar o agregar como resultado de la exposicién a la humedad a 37°C,
resultando en una pérdida de la actividad biolégica y cambios posibles y la
Inmunogenicidad. Las estrategias racionales se pueden inventar para la estabilizacién
dependiendo del mecanismo implicado. Por ejemplo, si el mecanismo de agregacién se
descubre que es la formacién de enlaces S-S intermoleculares a través del intercambio
de tiodisulfuro, la estabilizacion se puede lograr mediante la modificacién de residuos de
sulfhidrilo, liofilizacibn a partir de soluciones #écidas, controlando el contenido de
humedad, utilizando aditivos apropiados, y desarrollando composiciones especificas de

matriz polimérica.

Administracién oral

Para administracion oral, la composicién famacéutica puede estar en forma
solida o liquida, por ejemplo en la forma de una cApsula, tableta, suspensién, emulsién o
solucién. La composicion farmacéutica preferiblemente se elabora en la forma de una

unidad de dosis que contiene una cantidad dada del ingrediente activo. Una dosis diaria
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adecuada para un humano u otro mamifero puede variar ampliamente dependiendo de la
condicién del paciente y otros factores, pero se puede determinar por persanas expertas
en la técnica utilizando métodos de rutina.

Las formas de dosis soOlidas para administracién oral pueden incluir
capsulas, tabletas, supositorios, polvos y granulos. En dichas formas de dosis sélidas, el
compuesto activo se puede mezclar con al menos un diluyente inerte tal como sacarosa,
lactosa, o almidén. Algunas formas de dosis también pueden comprender, como en la
practica normal, sustancias adicionales, por ejemplo agentes lubricantes tal como
estearato de magnesio. En el caso de las capsulas, tabletas y pildoras, las formas de
dosis también pueden comprender agentes reguladores de pH. Las tabletas y plldoras
adicionalmente se pueden preparar con revestimientos entéricos.

Los polipéptidos o conjugados se pueden mezclar con adyuvantes tales
como lactosa, sacarosa, almidén en polvo, ésteres de celulosa de acidos alcandicos,
acido esteérico, talco, estearato de magnesio, 6xido de magnesio, sales de sodio y de
calcio de acidos fosforicos y sulfiricos, acacia, gelatina, alginato de sodio, polivinil-
pimolidina, y/o polivinil alcohol, y se forma en tabletas o se encapsula para administracion
convencional. Altemativamente, éstos se pueden disolver el solucién salina, agua,
polietilenglicol, propilenglicol, etanol, aceites (tales como aceite de malz, aceite de
cacahuate, aceite de semilla de algodén o aceite de ajonjoll), goma tragacanto, y/o
diversos reguladores de pH. Otros adyuvantes y modos de administracion también se
conocen en la técnica farmacéutica. El vehiculo o diluyente puede incluir material para
retraso de tiempo, tal como glicerii monoestearato o gliceril diestearato solo o con una

cera, u otros materiales bien conocidos en la técnica.
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Las composiciones farmacéuticas se pueden someter a operaciones

farmacéuticas convencionales tal como esterilizacion y/o pueden contener adyuvantes
convencionales tales como conservadores, estabilizantes, agentes humectantes,
emulsificantes, reguladores de pH, llenadores, etc., por ejemplo como se describe en otro
lugar en la presente invencion.

Las formas de dosis liquidas para administracién oral pueden incluir
emulsiones farmacéuticamente aceptables, soluciones, suspensiones, jarabes y ellxires
que contienen diluyentes inertes cominmente utilizados en la técnica, tal como agua.
Dichas composiciones también pueden comprender adyuvantes tales como agentes

humectantes, edulcorantes, agentes saborizantes y agentes perfumantes.

Administracién pulmonar

Las formulaciones adecuadas para uso con un nebulizador, ya sea a chomo
o ultrasdnica, tipicamente comprenderan el polipéptido o conjugado disuelto en agua a
una concentracion de, por ejemplo, aproximadamente 0.01 a 25 mg del conjugado por mL
de solution, preferiblemente de aproximadamente 0.1 a 10 mg/mL. La formulacién
también puede incluir un regulador de pH y un azlcar simple (por ejemplo, para
estabilizacién de la protelna y regulaciéon de la presion osmética), y/o albimina de suero
de humano tiens un intervalo en concentracién a partir de 0.1 a 10 mg/ml. Los ejemplos
de reguladores de pH que se pueden utilizar son acetato de sodio, citrato y glicina.
Preferiblemente, el regulador de pH tendra una composicién y molaridad adecuada para
ajustar la solucién a un pH en el intervalo de 3 a 9. Generalmente, las molaridades del

regulador de pH a partir de 1 mM a 50 mM son adecuadas para este propdsito. Los
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ejemplos de azicar es que se pueden utilizar son lactosa, maltosa, mannitol, sorbitol,

trehalosa, y xilosa, usualmente en cantidades que tienen un intervalo a partir de 1% a
10% en peso de la formulacién.

La formulacidbn en nebulizador también puede contener un agente
tensioactivo para reducir o prevenir la agregacion inducida por la superficie de la proteina
ocasionada por la atomizacion de la solucién en la formacién del aerosdl. Se pueden
emplear varios agentes tensoactivos convencionales, tales como éteres de acido graso
de polioxietileno y alcoholes, y ésteres de acido graso de polioxietilen sorbitano. Las
cantidades generalmente estardn en un intervalo entre 0.001 % y 4% en peso de la
formulacién. Un agente tensioactivo especiaimente preferido para propésitos de esta
invencion es polioxietilen sorbitano monooleato.

Las formulaciones especificas y métodos para la generacion de
dispersiones adecuadas de particulas liquidas de la invencion se describen en WO
94/20069, US 5,915,378, US 5,960,792, US 5,957,124, US 5,934,272, US 5,915,378, US
5,855,564, US 5,826,570 y US 5,522,385 las cuales se incorporan en la presenie
invencibn como referencias.

Las formulaciones para uso con un dispositivo inhalador para dosis medida
generalmente comprenderan un polvo finamente dividido. Este polvo se puede producir
mediantse la liofilizacién y luego molido de una formulacion de conjugado liquido y también
puede contener un estabilizante tal como albimina de suero de humano (HSA).
Tipicamente, se afiade mas de 0.5% (p/p) de HSA. Adicionaimente, uno o mas azlicares
o alcoholes de azicar se pueden aifiadir a la preparacién si es necesario. Los ejemplos

incluyen lactosa, maltosa, mannitol, sorbitol, sorbitosa, trehalosa, xilitol, y xilosa. La
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cantidad afiadida a la formulacién puede tener un intervalo de aproximadamente 0.01 a

200% (p/p), preferiblemente de aproximadamente 1 a 50%, del conjugado presente.
Posteriormente dichas formulaciones se liofilizan y se muelen hasta el tamafio de
particula deseado.

Las particulas de tamafio adecuado se suspenden entonces en un
propelente con la ayuda de un agente tensioactivo. El propelente puede ser cualquier
material convencional empleado para este propdsito, tal como un clorofluorocarbono, un
hidroclorofluorocarbono, un hidrofluorocarbono, © un hidrocarburo, incluyendo
triclorofluorometano,  diclorodifluorometano, diclorotetrafluoroetanol, y 1,1,1,2-
tetrafluoroetano; o combinaciones de los mismos. Los agentes tensoactivos adecuados
incluyen sorbitan trioleato y lecitina de soya. El acido oléico también puede ser Gtil como
un agente tensioactivo. Esta mezcla se carga entonces dentro del dispositivo para
administracion. Un ejemplo de un inhalador de dosis medida comercialmente disponible
adecuado para uso en la presente invencion es el inhalador de dosis medida Ventolin,
elaborado por Glaxo Inc., Research Triangle Park, NC, EUA.

Las formulaciones para inhaladores en polvo comprenderan un polvo seco
finamente dividido que contiene un conjugado y también puede incluir un agente formador
de masa, tal como lactosa, sorbitol, sacarosa, o mannitol en cantidades que facilitan la
dispersion del polvo a partir del dispositivo, por ejemplo, 50% a 90% en peso de la
formulacién. Las particulas del polvo deben tener propiedades aerodinamicas en el
puimdn que corresponden a particulas con una densidad de aproximadamente 1g/cm que
tienen un didmetro medio menor de 10 micrémetros, preferiblemente entre 0.5 y 5

micrometros, mas preferiblemente de entre 1.5 y 3.5 micrémetros. Un ejempio de un

4

5
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inhalador en polvo adecuado para uso de conformidad con las ensefianzas en la presente

invencién es el inhalador en polvo Spinhaler, elaborado por Fisons Corp., Bedford, MA,
EUA.

Los polvos para estos dispositivos se pueden generar y/o administrar
mediante los métodos descritos en US 5,997,848, US 5,993,783, US 5,985,248, US
5,976574, US 5,922,354, US 5,785,049 y US 5,654,007.

Los dispositivos mecanicos disefiados para la administracién pulmonar de
productos terapéuticos, incluyen pero no se limitan a nebulizadores, inhaladores de dosis
medida, e inhaladores en polvo, todos los cuales son familiares a aquelios expertos en la
técnica. Los ejemplos especificos de dispositivos comercialmente disponibles adecuados
para la practica de esta invencién son el nebulizador Ultravent, elaborado por
Mallinckrodt, Inc., St. Louis, MO, EUA; el nebulizador Acom Il, elaborado por Marquest
Medical Products, Englewood, CO, EUA; el inhalador de dosis medida Ventolin,
elaborado por Glaxo Inc., Research Triangle Park, NC, EUA; el inhalador en polvo
Spinhaler, elaborado por Fisons Corp., Bedford, MA, EUA, el dispositivo de "nube
permanente” de Nektar Therapeutics, Inc., San Carlos, CA, EUA; el inhalador AIR
elaborado por Alkermes, Cambridge, MA, EUA,; y el sistema de administracién de farmaco

pulmonar AERX elaborado por Aradigm Caorporation, Hayward, CA, EUA.

Equipos
La presente invencién también provee equipos incluyendo los polipéptidos,
conjugados, polinuclettidos, vectores de expresion, células, métodos, composiciones, y

sistemas, y aparatos de la invencién. Los equipos de la invencién opcionalmente

/l/(,‘b
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comprenden al menos uno de los siguientes de ia invencién: (1) un aparato, sistema,

componente de sistema, o componente de aparato como se describe en la presente
invencion; (2) al menos un componente de equipo que comprende un polipéptido o
conjugado o polinucledtido de la invencidén; un vector plasmidico de expresién que
codifica un polipéptido de la invencion; una célula que expresa un polipéptido de la
invencién; o una composicién que comprende al menos uno de dichos componentes; (3)
instrucciones para la practica de cualquier método descrito en la presente invencion,
incluyendo un método terapéutico o profilactico, instrucciones para el uso de cualquier
componente identificado en (2) o una composicibn de cualesquiera de dichos
componentes; y/o instrucciones para la operacion de cualquier aparato, sistema o
componente descrito en la presente invencion; (4) un contenedor para contener dicho al
menos uno de dichos componentes © composiciones, y (5) materiales de
empaquetamiento.

En un aspecto adicional, la presente invencion se provee para el uso de
cualquier aparato, componente, composicién, 0 equipo anteriormente descrito y descrito
en |la presente invencién, para la practica de cualquier método o ensayo descrito en la
presente invencion, y/o para el uso de cualquier aparato, componente, composicion, o

equipo para practicar cualquier ensayo o método descrito en la presente invencion.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar la presente invencion, pero

no se limitan al espiritu o alcance de la presente invencién en cualquier forma.
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Materiales y métodos
|. Determinacion de los residuos accesibles en la superficie

area de la superficie accesible (ASA)
El programa de computo Access (B. Lee y F. M. Richards, J. Mol. Biol. 55:

379-400 (1971)) versiébn 2(® 1983 Yale University) se utilizd para calcular el area de
superficie accesible (ASA) de los atomos individuales en la estructura. Este método
tipicamente utiliza un tamafio de sonda de 1.4 A y define al 4rea de superficie accesible
(ASA) como el area formada por el centro de la sonda. Antes de este calculo todas las
moléculas de agua y todos los atomos de hidrégeno deben ser removidos a partir de la
serie coordinada, como se debe hacer con todos los otros atomos no directamente

relacionados con la proteina.

ASA fraccional de cadena lateral

La ASA fraccional de los atomos de la cadena lateral se calcula mediante la
division de la suma del ASA de 4tomos en la cadena lateral por un valor que representa el
ASA de los atomos de la cadena lateral de ese residuo tipo en un tripéptido ALA-x-ALA
extendido. Véase Hubbard, Campbell & Thomton (1991) J. Mol. Biol. 220, 507-530. Para
este ejemplo el atomo CA se considera como parte de la cadena lateral de los residuos
de glicina pero no se considera para los residuos remanentes. Los siguientes valores se

utilizan como el estandar al 100% del ASA para la cadena lateral (cuadro 6):

5



.0

15

20

227

Ala 69.23 A¢ Leu 140.76 1%
Arg 200.35 A* Lys 162.50 A“
Asn 106.25 A* Met 156.08 A€
Asp 102.06 A“ Phe 163.90 A
Cys 06.69 A* Pro 119.65 A*
Gin 140.58 Af Ser 78.16 A°
Glu 134.61 i: Thr 101.67 ﬁ:
Gly 32.28 Trp 210.89

His 147.00 AL Tyr 176.61 A°

lle 137.91 A Val 114.14 A*

Los residuos no detectados en la estructura se definen como que tienen
100% de exposicion puesto que se piensa que residen en regiones flexibles. En el caso
en donde se analiza un ensamble de estructuras de RMN, se utiliza el valor ASA

promedio de ensamble.

Determinacién de los residuos expuestos a la superficie cuando no esta

disponible una estructura tridimensional:

Cuando no esta disponible una estructura tridimensional o si la estructura no
se detalla lo suficientemente para determinar la accesibilidad a la superficie (por ejemplo
si se conoce solamente la posicion de los atomos del CA) la accesibilidad a la superficie
se puede inferir a partir de un alineamiento de secuencia creado como sigue:

A: si se conoce la estructura pero no se detalla lo suficiente para determinar

la accesibilidad a la superficie:
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Se incluye la estructura con pocos detalles en un alineamiento de secuencia

basado en estructura a las estructuras conocidas de la familia de secuencias utilizando el

programa MODELER disponible a partir de Molecular Simulations, Inc.

B: si no se conoce la estructura:

La secuencia se alinea a un alineamiento de secuencia predefinido,
incluyendo las secuencia de las estructuras conocidas de la familia de secuencias, que se
puede preparar utilizando la opcidn de "perfil/alineamiento de estructura™ del programa
ClustalW (Thompson et al. (1994) Nucleic Acid Research 22: 4673-4680).

A partir del alineamiento de secuencia obtenido en A o B, los residuos en la
sacuencia a ser analizada en las posiciones equivalentes a los residuos expuestos en al
menos una de las otras secuencias que tienen una estructura conocida se definen como
elementos de estan expuestos. El grado de exposicion se toma para que sea considerado
como el valor mas grande para los residuos equivalentes en las otras secuencias. En los
casos en donde la secuencia a ser analizada se encuentra en una insercion (por ejemplo
no existen residuos equivalentes en las otras secuencias) este residuo se define como un
residuo completamente expuesto, puesto que mas probablemente se localiza en una
region de giro/asa. En los casos en donde existe una estructura con pocos detalles,
aquellos residuos no observados en estructura se definen como elementos

completamente expuestos, puesto que se piensa que se encuentran en ragiones flexibles.
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Determinacion de las distancias entre los atomos:
La distancia entre los &tomos se determina facilmente utilizando software
para graficas moleculares, por ejemplo Insightli® 98.0 a partir de Molecular Simulations,

Inc.

Il. Expresion de proteina y purificacién

A. Expresién y purificacién a partir de células CHO Cells

Algunos polipéptidos de la invencién se produjeron en las células de ovario
de hamster chino (CHO) K1 (ATCC: CCL-61) que se transfectaron de manera estable y

se seleccionaron con G418 para establecer lineas celulares clonales.

1. Construccion de expresion en CHO:

Los acidos nucleicos que codifican polipéptidos de la invencion se clonaron
dentro de un vector de expresion de CHO, bajo el control del promotor SV40 y el marco
con una secuencia que codifica una secuencia lider N-terminal, y, opcionalmente, una o
dos secuencias marca C-terminales. La secuencia lider fue ya sea una secuencia lider
genérica, una secuencia lider de IFN alfa 6 o una secuencia lider de IFN alfa 6
modificada, y las marcas C-terminales incluyeron una E-tag (Amersham Biosciences) y/o

una His-tag. La produccién de plasmidos se realiz6 en células XLI|-Blue.

2. Seleccién de subclonas estables que expresan polipéptidos IFN-alfa:

Materiales:
Medio de cultivo: DMEM-F12 con G418, FBS y penicilina, estreptomicina y
glutamina (PSG; Gibco/Invitrogen),
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1xPBS (Gibco/lnvitrogen);

Tripsina/EDTA

Anticuerpo Anti E-Tag conjugado con HRP (Amersham BioSciences)

Reactivos para deteccibn de ECL Plus Westemn Blotting (Amersham
BioSciences)

Procedimiento: Los transfectantes estables se generaron bajo seleccién con
G418 en medio DMEM/F-12 con FBS y penicilina. Las células se dividieron en botellas de
T175 con 50 ml de medio de seleccion y se incubaron en una incubadora a 37°C con CO;
por ~24 horas 0 hasta que las células alcanzardn 80% de confluencia. Las células se
cosecharon mediante lavado con PBS seguido por la adicién de 2.5 ml de tripsina/EDTA
e incubacion a 37°C por 3-5 minutos. Las células se colectaron y recuperaron mediante
centrifugacion a 1000 g por 30 minutos en una centrifuga de mesa modelo Beckman. Las
células se lavaron una vez en PBS y se resuspendieron en 3 ml de PBS con 1% de FBS.
La densidad celular se determiné y se ajustd a 1x106 células/mi con PBS/FBS. Para cada
polipéptido de IFN-alfa, las células se seleccionaron en un clasificador DakoCytomation
MoFlo dentro de 2- 5 placas de 56 pozos que contienen 200 ml de medio de seleccitn.
Las placas se incubaron en una incubadora a 37°C por 10-14 dias para permitir que las
células clasificadas crezcan. Dos subcionas se seleccionaron para cada polipéptido de
IFN-alfa para un alto nivel de expresion primero mediante andlisis de dot blot y
subsecuentemente se confimé mediante andlisis de Western blot utilizando un

anticuerpo anti-E tag conjugado con-HRP y la deteccion quimioluminiscente.
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3. Expresién de la proteina:

Materiales:

Medio DMEM-F12 (Gibco/lnvitrogen)

Medio Ultra CHO (BioWhittaker)

Medio CHO Ill A (Gibco/Invitrogen)

Suplemento de medio para mejorar el crecimiento Ex-Cyte (Serologicals
Proteins)

ITSA (Insulina, Transferrina, suplemento de selenio para cultivo adherente;
Gibco/Invitrogen)

Penicilina/estreptomicina (P/S)

FBS, PBS, tripsina

Procedimiento:

Dia 1: las células a partir de una botella T-175 se transfirieron a una botella
en movimiento (1700 cm?2) en 300 mi de DMEM-F12 con 10% de FBS y 1xP/S y se
crecleron en una incubadora a 37°C con COa.

Dia 3: El medio se cambié a 300 ml de DMEM-F12-FBS-P/S recientemente
preparado.

Dla 5: el medio se cambid a 300 ml de Ultra CHO con 1/1000 Ex-Cyte y P/S.

Dia 7: el medio se remplazd con 300 ml de medio para produccion CHO il
A +PIS,

Los sobrenadantes se cosecharon en los dlas 8, 9 y 10. Los sobrenadantes

se centrifugaron a 2000 g por 20 minutos en una centrifuga de mesa Beckman Coulter

291
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Allegra 6R y se filtrd utilizando un filtro estéril en ia parte superior de la botella 0.2 PES y

se almacend a 4°C para purificacion.

4. Purificacion de la proteina:

Algunos polipéptidos de la invencién se expresaron como proteinas de
fusion que contenian una secuencia E-tag de 13 aminoacidos en el extremo C terminal.
Dichos polipéptidos se purificaron utilizando una columna de afinidad E-tag, como sigue.

Materiales: moédulo para purificacion de sistema de anticuerpo fago
recombinante (Amersham BioSciences, Cat. No.17-1362-01). Equipo para purificacion
gue contiene una columna de 16mm de didmetro x 25mm de altura (5 ml volumen del
lecho) anti E-Tag y reguladores de pH asociados.

Procedimiento: Los sobrenadantes que se recolectaron a partir de células
CHO-HK1 embotellas en movimiento se purificaron utilizando una combinacion de
centrifugacion a 2800xg por 20 minutos y filtracién utilizando un médulo del filtro en la
parte superior de la botella 0.2 PES. Los sobrenadantes se cargaron sobre la columna
E-tag equilibrada en reguladores de pH para union RPAS a 150 cm/h (5 mi/min). La
columna se lavd con 5 CV (volumen de columna) del regulador de pH para union y la
proteina se eluyd a 75 cm/h (2.5mi/min) con regulador de pH para elucion RPAS. Las
fracciones de la elucién se neutralizaron con 0.05 volimenes de Tris-Cl 1M pH 8.0, se
dializaron en PBS, se concentraron a 0.1-1.5 mg/ml y se almacenaron congeladas en
allcuotas a -80°C. Las muestras para los ensayos se formularon a 50 ug/ml en PBS con

0.5% de BSA y se almacenaron congeladas en alicuotas a -80°C. Las muestras se

77<\
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analizaron rutinariamente mediante SDS-PAGE seguido por tincion con Coomassie

utilizando materiales, reactivos y protocolos obtenidos a partir de Invitrogen.
Las concentraciones de proteina se determinaron rutinariamente mediante
el ensayo BCA utilizando un estandar de IFN- alfa, la concentracion del cual habia sido

verificada mediante anélisis de aminoéacidos.

B. Expresion y purificacién a partir de E. coli

Algunos polipéptidos de la invencion se produjeron en E. coli como cuerpos
de inclusion, los cuales se purificaron y se replegaron como sigue.

1a. Construccidon de expresién en E. coli

En algunos casos, los acidos nucleicos que codifican polipéptidos de la
invencion se modificaron para mejorar la expresién en E. coli. Dichas modificaciones
comprenden el reemplazo de pares de codones raros de Arg-Arg AGG AGG en las
posiciones de los nucleédtidos 34-39 y AGGAGA en las posiciones de los nucledtidos 64-
69 (numeracién de la posicion en relacién con SEQ ID NO: 59) cada uno con pares de
codones Arg-Arg tal como CGTCGC los cuales se prefieren en E. coli, 0 reemplazando la
mayoria o todos los codones raros de Arg AGA y AGG en la secuencia codificante con
codones preferidos por E. coli Arg CGC o CGT. También se afiadié un coddn de
metionina (ATG) al extremo §' de la secuencia codificante. Las secuencias codificantes
ejemplares modificadas de tal manera incluyen SEQ ID NOs: 60-61, 63-64, 66-67, 69-70,
72-73, 75-76, 78-79, 81-82, 84-85, y B7-88. La secuencia codificante se colocd dentro del

vector de expresion pET-42 (Novagen) bajo el control de un promotor T7 con marcador
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de seleccion a canamicina, o dentro del vector de expresion pQE80-Kan (Qiagen) bajo el

control de un promotor TS5 con marcador de seleccién a canamicina.

1b, Expresion de proteina

Los vectores pET-42 que contienen secuencias codificantes de interferdn se
transformaron dentro de una cepa de E. coli tal como BL21 (DE3) utilizando métodos
estandares, y se colocaron sobre placas de agar que contenian 50 pg/ml de canamicina y
se incubaron a 37°C. Después de 18-24 horas, se seleccionaron tres colonias separadas
y se transfirieron dentro de tubos que contenian 5 ml de 2xYT con 50 ug/ml de
canamicina y se incubaron durante toda la noche a 37°C. El cultivo durante toda la noche
se utilizé para inocular 2 series de botellas que contenian 100 ml de 2xYT con 50 ug/ml
de canamicina. El crecimiento del cultivo a 37°C se monitored a DO600. El cultivo se
indujo a una DO600 de 0.5-0.8 con IPTG 1 mM por 3 horas a 37°C. Las células inducidas
con IPTG se analizaron para expresidn mediante SDS-PAGE de células concentradas
lisadas en regulador de pH para muestra SDS. Las series de cultivos no inducidos
correspondientes se utilizaron para preparar soluciones de almacenamiento congeladas
mediante la adicién de 25% de glicerol y las células se congelaron en alicuotas de 1 ml a
-80°C. Los vectores pQE80-Kan que contenian las secuencias codificantes de interferén
se transformaron dentro de las cepas de E. coli W3110 o W3110-thuA. La expresién se
verific6 como se describi6é anteriormente.

La expresion de la botella en agitacién a mayor escala se lievd a cabo
mediante la inoculacion de medio 4xiL 2xYT +canamicina con 25 ml de un cultivo

realizado durante toda la noche. Los cultivos se monitorearon a DO600 y se indujeron con

279
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IPTG 1 mM a 0.5-0.8 unidades de DO. Después de 3 horas de induccion las células se

cosecharon mediante centrifugacion a 5000 g y se almacenaron congeladas a -80°C. Las
células se fragmentaron utilizando 2-3 pases a través de una prensa francesa o un
homogenizador APV 1000 a 10,000 psi y procesaron como se describe bajo la seccién de
"aislamiento de IB" y las secciones subsecuentes.

La fermentacion en lote se llevd a cabo a una escala de 10L en un
bioreactor B. Braun en medio Terrific Broth (TB) suplementado con una solucién de
elementos traza y 40 mg/L de canamicina. La fermentaciéon se inicid6 mediante la
inoculacidn del bioreactor con 400 ml de un culitivo realizado durante toda [a noche en
medio TB. Durante la fase inicial de crecimiento el oxigeno disuelto (DO) se mantuvo a
50% mediante la variacién de la velocidad de agitacién. Cuando la DO600 del cultivo
alcanz6 5.0, el ingreso de glicerol/aminoacidos se inicid a 0.5 mi/min y la agitacién se
establecié a 1000 rpm. La velocidad de ingresos se ajustd para mantener la DO a 40%
para el resto del procedimiento de fermentacién. Cuando la DO600 alcanzd 25 el cultivo
se indujo mediante la adicién de IPTG a una concentracion final de 1 mM. Tres horas
después de la induccién las células se cosecharon mediante centrifugacion a 10000xg en
una centrifuga Beckman y la pasta celular se aimacené a -60°C. La DO600 durante [a

cosacha tipicamente fue de alrededor de 35-40.

2a. Construccién de exprasion en E. coli (para aito nivel de expresion)

El siguiente ejemplo muestra ia expresion de dos polipéptidos ejemplares de
la invencion clonados dentro de un sistema de expresiéon de E. coli (como se describe en

EP 0972838) permitiendo un alto nivel de expresion de los genes eucariontes en E. coli.

A
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Las secuencias codificantes que corresponden a las secuencias de aminoacidos de 14epi

18 (SEQ ID NO: 13) y 25epi 19 (SEQ ID NO: 38), ambas conteniendo una Met adicional
en el extremo N terminal, se optimizaron de conformidad con el uso de codén y la
estructura set;undan'a del ARNm (Griswold et al., Protein Expr Purif. 2003 enero; 27 (1):
134-42) dtilizando la funcidn del programa de andlisis de secuencia GCG (Genetic
Computer Group, Inc., Wisconsin EUA, Version 7.1, marzo 1992)
"backtranslate"/"EcoHigh-database” para prevenir los codones raros, y la funcién
MFold/Plotfold (-menu=f o0 -menu=g) para la prediccién y prevencion de las estructuras
secundarias potenciales detrimentales a la expresiébn del gen. Las secuencias
codificantes optimizadas de esta manera se proveen como SEQ ID: 89 y SEQ ID NO: 90,
respectivamente.

Las secuencias optimizadas de ADN se clonaron dentro de OripBR-URA3
con un gen lacl adicional. Los vectores resultantes, designados OripBR-URA3-
lacl~14epi18-mut2 (figura 6) y OripBR-URA3-lacl~25epi19-mut {(figura 7), se
transformaron dentro de células E. coli UT5600(Apyrf) competentes (como se describid
en EP 0972838). Las células transformadas se seleccionaron sobre placas de agar con

medio minimo M9 sin la adicion de uracilo.

Placas de agar M9:

Solucién de almacenamiento de agar estéril (concentracién final 15g/1) 430
mi
solucién salina M9 50 ml

MgSO4 1M 0.5 ml

/5«6
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CaCi2 1M 0.05 ml

glucosa al 20% 5 ml

Vitamina B 1 (c=1 mg/ml) 2.5 ml|

10% de Casaminoacidos 25 mi

L-triptofano {c= 5mg/ml) 5 ml

L-Leucina (c=5 mg/ml) 5 ml

L-Prolina (c=5 mg/ml) 2.5 mi

2b. Expresion de protelna

Las células transformadas de conformidad con 2a anteriormente
mencionadas se inocularon en botellas en agitacién y se cultivaron a 37°C. La induccién
se llevd a cabo a OD578=1 mediante la adicion de IPTG 1 mM. Las células se
cosecharon después de 7 horas y los concentrados celulares se analizaron en un gel de
SDS-PAGE. El medio utilizado es como sigue:

Casaminoacidos 120 g

NH4C| 3.9 g

triptofano 5.5 g

Leucina5.5g

Prolina 5.5 g

glicerina 85 g disuelta en 4300 ml H20 y

K2HPO43H2091.5¢g

acido clitrico 8.0 g disuelto en 600 ml H20 y

Tiamina (5 mg/ml) 17.5 ml de MgS04 x7H20 (1M) 17.5 ml pH = 7.0
ajustado a 5000 ml con H20
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3. Aislamiento, solubilizacién, sulfonacidny replegamiento de los cuerpos de
inclusién (1B)

Para la aislamiento de IB la pasta de células descongeladas se resuspendi6
en 1 x PBS a 10 ml por gramo de pasta de células y se mezcld hasta que se obtuvo una
pasta aguada homogénea. Las células se fragmentaron mediante los pasos a través de
un aparato de microfluidez a 17,000-19,000 psi. El lisado celular se ajustd a 1%Triton-
X100, se mezclé por 10 minutos y los IB se recuperaron mediante centrifugacion a
10,000g por 60 minutos a 2-8°C. El concentrado de IB se lavd una vez al resuspender en
PBS con 1%Tritdn-X 100 y se recuperd mediante centrifugacion como se menciond

anteriormente y se almacené en congelamiento a - 80°C.

3a. Solubilizacidn/replegamiento
Método 1:

Para la solubilizacion de los IB, el concentrado de IB se resuspendié en
regulador de pH de Urea (50 mM Tris-Cl, 200 mM NaCl, 8 M urea, 2 mM DTT, 1 mM
EDTA, pH 8.0) con 10 ml de regulador de pH por gramo de pasta celular. La suspensién
se mezcldé por 30 minutos y se centrifugd a 10,000g por 30 minutos a 2-8°C. El
concentrado se lavd una vez al resuspender en el regulador de pH con Urea sin DTT, se
centrifugd como se menciondé anteriormente y se lavé dos veces con agua. El
concentrado lavado se solubilizd en regulador de pH con guanidina (50 mM Tris-Cl, 200
mM NaCl, 8 M guanidina-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0) a 10 ml de regulador de pH por

gramo de concentrado, se mezcld por 30-60 minutos y se centrifugbé a 10,000 g por 30
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minutos a 2-8°C. El sobrenadante que contenla el IFN solubilizado se ajusié a 10 mg/mi

de sulfito de sodio y 5 mg/ml tetrationato de sodio para iniciar el proceso de sulfonacion el
cual se llevd a cabo a 2-8°C por 16 horas. Después de la sulfonacién la solucién con IFN
se diluyd 2 veces con agua y el concentrado de IFN se recuperé mediante centrifugacion
a 10,000 g a 2-8"_0. El concentrado se lavd dos veces con agua y se resuspendid en
regulador de pH con guanidina como se menciond anteriormente. La concentracién de
proteina del IFN sulfonado se determind mediante la absorbancia a 280nm.

El procedimiento de replegamiento se inicié mediante la dilucién del IFN
sulfonado en reguiador de pH con guanidina a 2-8°C a una concentracién final de 100
mg/ml en regulador de pH para replegamiento (50 mM Tris-Cl, 20 mM NaCl, 2 mM
glutationa reducida, 1 mM glutationa oxidada). E! replegamiento se llevé a cabo a 2-8°C
con mezclado lento por 6-8 horas, seguido por ia adicién de CuSO4 a una concentracién
final de 2 uM seguido por un periodo de replegamiento adicional de 16-20 horas. El

progreso de la reaccion de replegamiento se monitoreé mediante SDS-PAGE y CLAR en

fase reversa.

3b. Solubilizacién/replegamiento

Método 2:

Para la solubilizacién de 14epil8, e! concentrado de los IB se resuspendié
en regulador de pH con guanidina {7 M Guanidina, 20 mM Na2HPO4, 10 mM DTE, pH

8.0) a 4 ml de regulador de pH por gramo de pasta IB. La suspension se mezclé por 2

horas y, después de la solubilizacion, se diafiltré en al menos 8 volimenes a temperatura
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ambiente encontrar en regulador de pH que contenia 7 M de regulador de pH con

guanidina y 20 mM de NaH2PO4 pH 5.0 utilizando membranas con limite de 10 kDa.

Para replegamiento, la protelna solubilizada se diluyé dentro de un
regulador de pH para plegamiento que contenla 20 mM Na2HPO4, 0.8 M arginina y 2 uM
CuSO4, pH 7.5. El replegamiento se llevé a cabo a 2-8°C con mezclado lento por 72
horas a una concentracién final de proteina de aproximadamente 0.5 mg/ml de proteina.
El progreso de la reaccion de replegamiento se monitoreé mediante CLAR en fase

reversa.

3b. Solubilizacién/replegamiento
Método 3:

Para la solubilizacion de 25epil9, la pasta aguada IB se resuspendid en
regulador de pH para solubilizacién (8 M de cloruro de guanidinio, 100 mM DTT, 50 mM
Tris pH 8.3). La suspensién se mezcld por 30 minutos a temperatura ambiente.
Subsecuentemente el pH se ajusté a 4.5 con HCI. El solubiizado se concentrd
adicionaimente utilizando una membrana 5 K y se diafiltré6 en contra de 10 veces el
volumen 7.2 M El cloruro de guanidinio se ajusté a pH 4.5 con HCI.

Para replegamiento, la proteina solubilizado se diluyd dentrc de un
regulador de pH para plegamiento (0.8 M arginina, 50 mM fosfato de potasio, 2 mM GSH,
1 mM GSSG pH 7.8). El replegamiento se llevd a cabo a 2 - 8°C durante toda la noche

una concentracion final de aproximadamente 1 mg/ml de proteina.



‘0

15

20

241

4. Purificacion

4a. Purificacién

Método 1:

El IFN replegado se purificé utilizando tres pasos de cromatografia. La
solucién para replegamiento se ajustd a 80% de concentracién saturante de sulfato de
amonio {peso/volumen), se filiré a través de un filtro 0.2 pyM y se cargé a 200 cm/h sobre
una columna cromatogréfica de interaccion hidréfoba de flujo rapido (HIC) de 20 ml de
Butil Sepharose (Amersham Biosciences) se equilibrd con un regulador de pH para
equilibrio (50 mM Tris-Cl, 0.8 M sulfato de amonio, pH 8.0). La columna HIC se lav6 con 8
volumenes de columna (CV) de regulador de pH para equilibrio, seguido por 8 CV de
regulador de pH para lavado (50 mM Tris-Cl, 0.5 M sulfato de amonio, pH 8.0). El IFN se
eluyd con 50 mM Tris-Cl, pH 8.0 con o sin 15% de concentracion saturante de sulfato de
amonio.

El agrupamiento de HIC se ajustd con 50 mM de acetaio de sodio utilizando
0.5 M acetato de sodio, pH 4.5 en almacenamiento y se diluyé dos veces. Este
agrupamiento ajustado se cargé a 90 cm/h sobre una columna de fiujo rapido de 5 mi
HiTrap CM Sepharose (Amersham Biosciencas), equilibrada en 50 mM acetato de sodio,
100 mM NaCl, pH 5.0. Después de la carga la columna se lavd con § CV bajo
condiciones de regulador de pH para equilibrio y IFN se eluyd utilizando un gradiente 20
CV a partir de 100-650 mM NaCl. Las fracciones pico que contenian IFN se agruparon

basandose en la absorbancia a 280 nm.
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El agrupamiento de CM Sepharose se ajustdé a 20 mM con 1,3

diaminopropana utilizando una solucién de almacenamiento 2 M 1,3 diaminopropano para
establecer el pH a -10. La muestra se cargé a 200 cm/h sobre una columna de flujo
rapido de 5 ml HiTrap Q Sepharose (Amersham Biosciences), equilibrada en 50 mM de
1,3 diaminopropano, 100 mM NaCl, pH 10.0. Después de la carga la columna se lavo con
5 CV de regulador de pH bajo condiciones de equilibrio y IFN se eluyd utilizando un
gradiente 20 CV a partir de 100-650 mM NaCl o a partir de 100-1000 mM NaCl. Las
fracciones que contenian IFN se agruparon basandose en la absorbancia a 280 nm y se
dializaron inmediatamente en contra de 250-500 volimenes de 50 mM acetato de sodio,
150 mM NaCl, pH 5.0 o 50mM borato de sodio, pH 9.0. Después de la dialisis las
muestras de IFN se esterilizaron mediante filtracion utilizando un filtro 0.2 yM en un
gabinete de bioseguridad, la concentracibn se midié mediante la absorbancia a 280 nm y
las muestras se almacenaron a 2-8°C por periodos de hasta una semana o en alicuotas a
-80°C para un almacenamiento extendido. Para los ensayos de actividad la muestra
generalmente se formuld en 0.5% BSA, PBS pH 7.4 a 5, 20 y 50 ug/ml, y se almacenaron

congeladas en alicuotas a -80°C.

4b. Purificacién

Método 2:

El 14epi 18 replegado se purificd utilizando dos pasos cromatograficos. La
solucién de replegamiento se ajustd a pH 8.0 y alrededor de 190 mS/cm con KCI, se filtr6
a través de un filtro 5 m y se cargd a 75 cmvh sobre una columna para cromatografia de

interaccién hidréfoba de flujo rpido de Butil-Sepharose (HIC) (General Electric
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Healthcare) equilibrada en regulador de pH para equilibrio que consiste de 2.0 M KCI, 20

mM K2HPO4, 0.8 M arginina, pH 8.0. La columna HIC se lavé con 5 volimenes de
columna (CV) de 2.0 M KCI, 20 mM K2HPO4, 0.8 M arginina pH 8.0. 14epil8 se eluyd con
0.4 M KCI, 20 mM K2HPO4, pH 8.0. La elucién se monitored mediante CLAR en fase
reversa.

En eluido se diluyd con agua destilada hasta una conductividad de
alrededor de 3 mS/cm. El pH se ajustd a 6.8. Este agrupamiento ajustado se cargd a 50
cm/h sobre una columna de flujo rapido de Q-Sepharose (GE Healthcare) equilibrada en
25 mM acetato de amonio pH 6.8. Después de la carga, [a columna se lavé con regulador
de pH para equilibrio. 14epil8 se eluyé con un gradiente lineal a pH 4.0. Las fracciones
pico que contenian el 14epi 18 plegado se agruparon basandose en la CLAR analltica en

fase raversa.

4c¢. Purificacion

Método 3:

25epi19 replegado se purificd utilizando dos pasos cromatograficos. La
solucién para replegamiento se ajustd a 1.3 M NaCl y la solucién se filtré sobre una
combinacién de dos filtros (0.8/0.3 um seguido por 0.45/0.2 um). La proteina se cargd
sobre una columna de flujo rapido de Butil Sepharose (General Electric Healthcare)
equilibrada con regulador de pH para equilibrio (0.8 M arginina, 1.3 M cloruro de sodio, 50
mM fosfato de potasio pH 8.0) a 50 - 150 cm/h. Después de la aplicacién de la muestra, la
columna se lavd con 3 CV de regulador de pH para equilibrio y 3 CV de regulador de pH
para lavado (20 mM fosfato de potasio, 2 M cloruro de sodio pH 7.5). El paso de elucién

29
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se |lev6 a cabo mediante la aplicacién de regulador de pH para elucién (20 mM fosfato de

potasia, pH 7.5) con un flujo de 50 - 100 cm/h. Los picos se agruparon conformidad con la
medicién de UV280.

Después de asegurar que la conductividad estaba por debajo de 10 mS/cm,
el agrupamiento se cargd a 50 - 75 cm/h sobre una columna de flujo rapido de Q-
Sepharose (GE Healthcare) equilibrada en 30 mM acetato de amonio, pH 5.9. Después
de la carga, la columna se lavé con regulador de pH para equilibrio hasta que se alcanzé
la linea basal (UV280). 25epi19 se eluyd con un gradiente lineal a pH 3.5. Las fracciones
pico que contenlan el piegado 25epi19 se agruparon de conformidad con CLAR analiftica

en fase reversa y SDS-PAGE.

lll. Ensayos de aclividad
A1. Ensayo Antiviral de HUH7-EMCV

A continuacién se proveen un ensayo ejemplar para actividad antiviral de
polipéptidos de interferdn-aifa y conjugados de la invencién. El ensayo es un ensayo de
respuesta a la dosis basado en célula utilizando para evaluar la potencia anti-viral de un
farmaco, y algunas veces se refiere como un ensayo de "proteccion a partir de un efecto
citopatico” (o PCPE), también denominado ensayo de inhibicién de efecto citopatico
(CPE). Brevemente, las células incubaron con el farmaco y se expusieron al virus. En la
ausencia del farmaco, las células que se expusieron al virus murieron. Con concentracién
en incremento del fArmaco, sobrevive una proporcién én incremento de células. El
numero de células que sobreviven se puede medir directamente (por ejemplo, mediante

conteo visual) o indirectamente mediante 1a estimacién de la velocidad metabélica. Por
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ejemplo, los colorantes metabdlicos tales como MTT o WST-1 se pueden utilizar como

una medicién indirecta de la supervivencia. Las células vivas metabolizan dichos
colorantes para formar productos metabdlicos los cuales se pueden cuantificar mediante

espectrometria (densidad 6ptica).

Materiales y reactivos:

Células HuH7: linea celular de hepatoma de humano (obtenida a partir de
Dr. Michael Lai, USC- Surgery Department, Los Angeles, CA). La linea celular también se
puede obtener a partir del banco de células de la Japanese Collection of Research
Bioresources (JCRBY Health Science Research Resources Bank (HSRRB), Osaka,
Japon. La linea celular HuH7 originalmente se establecié en el laboratorio del Dr. J. Sato
(universidad de Okayama Escuela de medicina) a partir de un japonés de 57 afios de
edad con un carcinoma hepatocelular bien diferenciado (Nakabayashi, H., et al. (1982)
Cancer Res. 42 (9): 3858-63). La linea celular negativa para el antigeno de superficie de
la Hepatitis B.

Células VERO: linea celular del rifidn de mono verde de Africa (ATCC #
CCL-81). La linea celular se derivd en 1862 en Chiba University en Chiba, Jap6n a partir
del rifibn de un mono verde adulto africano nomal. El pasaje # 93 de la linea celular
VERO se transfirid al the National Institute de Health (NIH) en 1964.

Virus de la encefalomiocarditis (EMCV): cepa adaptada al cuitivo de tejidos
(ATCC # VR- 129B). Una cepa del virus de la encefalomiocarditis (EMCV) adaptada al
cultivo de tejidos se obtuvo a partir de la ATCC (# VR-129B). Para los ensayos antivirales

a HuH7, se produjo una solucion de almacenamiento con alta titulacion viral en células
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Vero de rifion de mono verde de Africa. El titulo viral de la solucién de almacenamiento de

EMCB producida en Vero se determind mediante un ensayo en placa en las células L929

como de 1.1 x 10° PFU/ml.

DMEM completo:
Medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Gibco Cat. No. 11965-092)

10% suero de bovino fetal (FBS, Hyclona Cat. No. SH30071.03)

1 x penicilina-estreptomicina (PS, Gibco Cat. No. 15140-122)

DMEM reducido en suero:

Medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Gibco Cat. No. 11965-092)

2% suero de bovino fetal (FBS, Hyclone Cat. No. SH30071.03)

1 x penicilina-estreptomicina (PS, Gibco Cat. No. 15140-122)

Tripsina/EDTA (Gibco Cat. No. 25300-054)

WST-1 (Roche; Cat. No.1 644 807)

Las células HuH7 se mantuvieron en DMEM completo a 37°C en una
incubadora humidificada al 5% de CO2. Las células se cosecharon con tripsina y se
dividieron dos veces semanalmente cuando la confluencia alcanzaba una densidad final
de 1-2 x 10° células por 25 ml en una botella T175. Un dia antes del ensayo, las células
se tripsinizaron y de sembraron en botellas T175 nuevas a una densidad de 4.5 x 10°
células por 25 ml para asegurar que las células se encontraban en fase log antes del

ensayo.

"y
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Procedimiento de ensayo antiviral con HuH7-EMCV:

Una solucién de almacenamiento con un alto titulo de virus EMCV se
amplificd en células VERO. La concentracién letal a la cual 95% de las células eran
eliminadas (LC95) se determind mediante una curva de eliminacion viral EMCV en
monocapas de células HuH7. Brevemente, las células HuH7 se sembraron en dla uno en
placas para microtitulacién de 96 pozos a 6x10* células por pozo. El virus se eluy6 de
manera serial 1: 3 en DMEM+ 2% FBS con 10 puntos de dilucién y se afiadi6é a las
células en el dia dos. Veinticuatro horas después de la infeccion, la supervivencia de
células se determind mediante un ensayo de metabolismo con sal de tetrazolio, WST-1
(Roche). La LC95 determinada para el ensayo HuH7-EMCV corresponde a una MOI de
0.034 (PFU/célula). El titulo de la solucién de almacenamiento de virus se determind
mediante un ensayo estandar en placa en células L929.

Al dia uno del ensayo, las células HuH7 en fase log se cosecharon con
tripsina, se resuspendieron en medio DMEM reducido en suero y se concentraron
mediante centrifugacién. Los concentrados celulares, que corresponden a 5 botellas T175
de células, se resuspendieron en 10 ml de medio DMEM reducido en suero, se filtraron a
través de un colador celular de nilon de 40 micras y se contaron en un hemocitémetro. La
viabilidad celular se determind mediante exclusidn de azul tripdn. Las células se
resuspendieron en medio DMEM reducido en suero hasta una densidad final de 6x10°
células/ml. Un ciento de microlitros de las células diluidas se afiadieron a cada pozo de
una placa para el ensayo de 96 pozos (6x 10* células/pozo) y las placas se incubaron a

37°C en una incubadora humidificada con 5% de CO2 por 4 horas.
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Las potencias de "referencia™ de los interferones alfa y polipéptidos de

interferdn-alfa de la invencién (también denominadas "muestras prueba”) se determinaron
mediante analisis de dosis respuesta. Generalmente se presenté una muestra de prueba
y un IFN-alfa de referencia por placa, cada una con tres replicados de las curvas de
células probadas con EMCV tratadas con IFN-alfa y tres replicados de las curvas de |
tratamiento sblo con FN-alfa. Este {(ltimo se ensayé para controlar los efectos
antiproliferativos potenciales del IFN-alfa sobre las células HuH7. Las curvas de dosis
respuesta para los IFN-alfa de referencia generalmente consistieron de 8 diluciones de
tres veces que tenian un intervalo de 100 ng/ml a 0.05 ng/ml. para las muestras prueba
de IFN-alfa, las diluciones de tres-veces generalmente tuvieron un intervalo de 5 ng/ml a
0.002 ng/ml. Ocho pozos cada una de células tratadas con el virus pero no con |FN-alfa y
células solas también se llevaron a cabo como controles.

Las diluciones de IFN-alfa se prepararon utilizando medio DMEM reducido
en suero. Un ciento de microlitros de la preparacion diluida de IFN-alfa se transfirieron a
las placas de ensayo. Las placas de ensayo se incubaron a 37°C en una incubadora
humidificada con 5% de CO2 por 16 horas.

Al dia dos, las células se probaron con el virus EMC. El medio se aspirb a
partir de cada pozo de la placa de ensayo. La solucién de almacenamiento de EMCV se
diluy6 1: 5400 en DMEM + 2%FBS. Inicialmente se sembré un ciento de microlitros del
virus diluldo, que comesponde a 0.034 particulas virales por célula, se afiadié a cada
pozo. Las células se incubaron con el virus a 37°C en una incubadora humidificada con

5% de CO2 por 24 horas.
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Al dfa tres, se cuantific6 el nimero de células viables en cada pozo

mediante el ensayo WST-1. El medio se aspiré a partir de cada pozo de la placa de
ensayo. El reactivo WST-1 se diluydé 1:20 en medio DMEM reducido en suero, 100 ul del
reactivo WST-1 diluido se afiadieron a cada pozo y las células se incubaron a 37°C en

una incubadora humidificada con 5% de CO2 por 60 minutos. Se cuantificé el numero de

células viables en cada pozo mediante la medicién de la DO a 450 nm en un lector de .

placas.

Analisis:

La potencia antiviral del IFN-alfa de referencia y las muestras prueba se
calcularon con la ecuacion:

potencia antiviral =(células viablesc+i+v - células viablesc+v)/(células
viablesc+i-células viablesc+v) *100%

en donde C+V= células HuH7 +EMCV, C+l= células HuH7 +IFN-a, y
C+I+V= células HuH7 +IFN-a+EMCV

Las curvas dosis respuesta se analizaron mediante regresiéon no lineal
utilizando GraphPad Prism 4 (GraphPad Software inc.) la siguiente ecuacién se utilizd

para ajustar la curva:

(Parte superior - Parte inferior)
Y = Parteinferior + T+ | PP Co0-X il pendiente

Parte inferior es el valor Y en la meseta de la parte inferior; parte superior es

el valor Y en la meseta de la parte superior, y LogEC50 es el valor X cuando la respuesta

B
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es la mitad entre la parte inferior y la parte superior. El método de Levenberg-Marquardi

se utilizé como un algoritmo de optimizacién.

A2. Ensayos antivirales en Hel.a-EMCV y WISH-EMCV
La inhibicién del efecto citopatico de EMCV sobre las células Hel.a (una

linea ceslular derivada de carcinoma cervical de humano) y WISH (una linea celular
derivada del tejido de amnios de humano) también proveen ensayos sustitutos utiles para
evaluar las potencias antivirales de polipéptidos y conjugados del interferén alfa de la
invencion. Estos ensayos se llevaron a cabo de manera similar al ensayo de HuH7-EMCV

anteriormente descrito, con las siguientes modificaciones.

Materiales y reactivos:

Células Hel a: linea celular de carcinoma cervical de humano (ATCC # CCL-
2). La linea celular Hel.a se derivd a partir de un adenocarcinoma cervical a partir de una
mujer de 35 afios de edad. Se ha reportado que las células HelLa contienen secuencias
del virus del papiloma de humano (HPV-18). La linea celular se recibio a partir de la
ATCC en el pasaje nimero 107.

Células WISH: linea celular epitelial de humano (ATCC # CCL-25). La linea
celular WISH se establecid a partir de colonias alteradas que aparecieron en un
subcultivo de células primarias de amnios de humano después de 35 dias en cultivo. La
linea celular WISH contiene los cromosomas marcadores de HelLa. Las células se

recibieron a partir de la ATCC en el pasaje # 170.

qﬁ“
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Células L-929: linea celular de fibroblasto de murino (ATCC # CCL-1). La

linea celular L-929 es una clona de célula particular aislada a partir del 95° pasaje de la
cepa parental, cepa L, en 1948. La cepa L se aisld a partir de los tejidos subcutaneos
areolares y adiposos de un ratén C[3]H/An normal de 100 dias de edad.

EMCV: cepa adaptada a cultivo celular (ATCC # VR-129B). Una cepa
adaptada a cultivo celular del virus de la encefalomiocarditis (EMCV) se obtuvo partir de
la ATCC (# VR-129B). Para los ensayos antivirales con HeLa y WISH, Ia' solucién de
almacenamiento con alto tituio de EMCV se produjo en las células L929. El titulo viral de
ia solucién de almacenamiento viral producida en L929 fue de 4.0X 10° PFU/mi

basandose en los resultados de un ensayo de placa en las células L929.

MEM completo.
Medio esencial minimo (MEM, Gibco Cat. No.10370-021)

10% suero de bovino fetal (FBS, Hyclone Cat. No. SH30071.03) 1x
penicilina-estreptomicina-glutamina (PSG, Gibco Cat. No. 10378-016)

Piruvato de sodio 1mM (Gibco Cat. No. #11360-070)

MEM reducido en suero:

Medio esencial minimo (MEM, Gibco Cat. No. 10370-021)

2% suero de bovino fetal (FBS, Hyclone Cat. No. SH30071.03)

1x penicilina-estreptomicina-gluatimina (PSG, Gibco Cat. No. 10378-016)

Piruvato de sodio 1mM (Gibco Cat. No. #11360-070)

Las células HeLa se mantuvieron en MEM completo a 37°C en una

incubadora humidificada con 5% de CO2. Las células se cosecharon con tripsina y se
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dividieron dos veces semanalmente cuando la confluencia alcanzaba una densidad final

de 24 x 10° células por 25 ml en una botella de T175. Un dia antes del ensayo, las
células se tripsinizaron y de sembraron en botellas nuevas T175 a una densidad de 6 x
108 células por 25 ml para asegurar que las células se encontraban en fase log antes del
ensayo.

Las células WISH se mantuvieron en MEM completo a 37°C en una
incubadora humidificada con 5% de CO2. Las células se cosecharon con tripsina y se
dividieron dos veces semanalmente cuando la confluencia alcanzaba una densidad final
de 56 x 10° células por 25 ml en una botella de T175. Un dia antes del ensayo, las
células se tripsinizaron y de sembraron en botellas nuevas de T175 a una densidad de 10
x 10° células por 25 ml para asegurar que las células se encontraban en fase log antes

del ensayo.

Procedimiento de ensayos antiviral en HeLa-EMCV:

En el dia uno del ensayo, las células HelLa en fase log se cosecharon con
tripsina, resuspendieron en MEM reducido en suero y se concentraron mediante
centrifugacion. Los concentrados celulares, que corresponden a 5 botellas T175 de
células, se resuspendieron en 10 ml de MEM reducido en suero, se filtraron a través de
un colador celular de nilon de 40 micras y se contaron en un contador Coulter. La
viabilidad celular se determiné mediante exclusién de azul tripan con un hemocitémetro.
Las células se resuspendieron en MEM reducido en suero hasta una densidad final de

1x10% células/ml. Un ciento de microlitros de las células diluidas se afiadieron a cada
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pozo de una placa para el ensayo de 96 pozos {1x10* células/pozo) y las placas se

incubaron a 37°C en una incubadora humidificada con 5% de CO2 por 24 horas.

Las potencias de los interferones alfa y polipéptidos de interferdn-alfa de
"referencia®™ de la invencién (también denominados "compuestos prueba®) se
determinaron mediante anilisis de dosis respuesta. Generalmente se presentd una
muestra prueba y un IFN-alfa de referencia por placa, cada uno con tres replicados de
curvas de células probadas con EMCV tratadas con IFN-alfa y dos replicados de curvas
de tratamiento sélo con IFN-alfa. La dltima se ensayé para controlar los efectos
antiproliferativos potenciales del IFN-aifa sobre las céiulas HeLa. Las curvas de dosis
respuesta para los IFN-alfa de referencia generalmente consistieron de 8 diluciones de
cinco veces que tenlan un intervalo de 60 ng/ml a 0.0008 ng/ml. para las muestras prueba
de IFN-alfa, las diluciones de cinco veces generaimente tuvieron un intervalo de 5 ng/ml a
0.00006 ng/ml. También se procesaron como controles ocho pozos cada uno con células
tratadas con el virus pero sin IFN-alfa y con células solas.

Las diluciones de IFN-alfa se prepararon utilizando MEM reducido en suero.
Un ciento de microlitros de las preparaciones diluidas de IFN-alfa se transfirieron a las
placas de ensayo. Las placas de ensayo se incubaron a 37°C en una incubadora
humidificada con 5% de CO2 por 16 horas.

Al dia tres, las células se probaron con virus EMC. El medio se aspird a
partir de cada pozo de la placa de ensayo. La solucién de almacenamiento de EMCV se
diluyd 1: 133 en MEM + 2%FBS. Un ciento de microlitros del virus diluido, que

corresponde a 3 X 10° particulas vitales se afiadieron a cada pozo. Las células se
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incubaron con el virus a 37°C en una incubadora humidificada con 5% de CO2 por 24

horas.

Al dia cuatro, se cuantificé el nimero de células viables en cada pozo
mediante el ensayo WST-1. El medio se aspir$ a partir de cada pozo de la placa de
ensayo. El reactivo WST-1 se diluyd 1: 20 en MEM reducido en suero, 100 ul del reactivo
WST-1 diluido se afiadieron a cada pozo y las células se incubaron a 37°C en una
incubadora humidificada con 5% de CO2 por 60 minutos. Se cuantificd el nimero de
células viables en cada pozo mediante 1a medicion de la DO a 450 nm en un lector de

placas.

Procedimiento de ensayo antiviral con WISH-EMCV:

En el dia uno del ensayo, las células WISH en fase log se cosecharon con
tripsina, resuspendieron en MEM reducido en suero y se concentraron mediante
centrifugacién. Los concentrados celulares, que correspondian a cinco botellas de T175
de células, se resuspendieron en 10 ml de MEM reducido en suero, se filtraron a través
de un colador delular de nilon de 40 micras y se contaron en un contador Coulter. La
viabilidad celular se determind mediante exclusidn de azul! tripan con un hemaocitdmetro.
Las células se resuspendieron en MEM reducido en suero hasta una densidad final de
3x10° células/ml. Un ciento de microlitros de las células diluidas se afiadieron a cada
pozo de una placa para el ensayo de 96 pozos (3x10* células/pozo) y las placas se
incubaron a 37°C en una incubadora humidificada con 5% de CO2 por 4 horas.

Las potencias de los interferones alfa y polipéptidos de interferén-alfa de

"referencia” de la invencibn (también denominadas "muestras de prueba®™ se
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determinaron mediante anélisis de dosis respuesta. Generalmente se presentd una

muestra prueba y un IFN-alfa de referencia por placa, cada uno con tres replicados de
curvas de células probadas con EMCV tratadas con IFN-alfa y dos replicados de curvas
de tratamiento sélo con IFN-alfa. Este dltimo se ensayo para controlar los efectos
antiproliferativos potenciales del IFN-alfa sobre las células HelLa. Las curvas dosis
respuesta para los IFN-alfa de referencia generalmente consistieron de 8 diluciones de
diez veces que tenian un intervalo de 100 ng/ml a 0.0001 ng/ml. Para las muestras
prueba de IFN-alfa, las diluciones de cinco veces generalmente tuvieron un intervalo de 5
ng/mi a 0.00006 ng/mi. Yambién se procesaron como controles ocho pozos cada uno de
células tratadas con el virus pero sin IFN-alfa y células solas.

Las diluciones de IFN-alfa se prepararon utilizando MEM reducido en suero.
Un ciento de microlitros de las preparaciones diluidas de IFN-alfa se transfirieron a las
placas de ensayo. Las placas de ensayo se incubaron a 37°C en una incubadora
humidificada con 5% de CO2 por 16 horas.

Al dia dos, las células se probaron con el virus EMC. El medio se aspird a
partir de cada pozo de la placa de ensayo. La solucién de almacenamiento de EMCV se
diluyd 1: 267 en MEM + 2%FBS. Un ciento de microlitros del virus diluido, que
corresponde a una MOI de aproximadamente 5 se afiadié a cada pozo. Las células se
incubaron con el virus a 37°C en una incubadora humidificada con 5% de CO2 por 24
horas.

Al dia tres, se cuantificd el nOmero de células viables en cada pozo
mediante el ensayo WST-1. El medio se aspird a partir de cada pozo de la placa de

ensayo. El reactivo WST-1 se diluyd 1: 20 en MEM reducido en suero, 100 ul del reactivo
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WST-1 diluido se afladieron a cada pozo y las células se incubaron a 37°C en una

incubadora humidificada con 5% de CO2 por 60 minutos. Se cuantificd el nimero de
células viables en cada pozo mediante la medicién de la DO a 450 nm en un lector de

placas.

B. ensayo de diferenciacién TH1

A continuacidn se provee un ensayo ejemplar para la actividad de
diferenciacién TH1 de polipéptidos y conjugados de interferon- alfa de la invencion.

Procedimiento de ensayo:

Las cubiertas amarillas del humano (25-30 ml) que contenlan leucocitos y
eritrocitos preparados a partir de 500 m! de sangre se recolectaron a partir el Stanford
Blood Bank el dla de inicio del ensayo {un dia antes del dia de ensayo) y manteniendo
una temperatura ambiente durante toda la noche. Cada cubierta amarilla se transfirid
cuidadosamente a una botella de T75 y se diluy¢ a 100 mi con PBS. Para cada cubierta
amarilla, se pipetearon 13 ml de Histopaque/Ficoll (Sigma H8889) dentro de cuatro tubos
para centrifuga de 50 ml, y 25 ml de la muestra de sangre dilulda se colocd
cuidadosamente en la parte superior del Histopaque/Ficoll sin alterar la interfaz. Luego los
tubos se centrifugaron (20°C, 2500 rpm) por 20 minutos utilizando pipetas de plastico
para transferencia de 3 ml, la capa de células mononucleares que contenia PBMCs se
transfiid a dos tubos Unicos de 50 ml (células a partir de 2 tubos con
Histopaque/Ficoll/cubierta amarilia hacia un tubo). Luego las PBMCs se diluyeron a 50
mi/tubo con PBS y se centrifugaron (20°C, 1000 rpm) por 10 minutos para remover las

plaquetas. Después de la remocién del PBS, las PBMCs y las RBCs remanentes se



‘0

15

20

257
mezclaron para prevenir la agregacién. Se affadieron diez mililitros de regulador de pH

para lisis RBC (regulador de pH de cloruro de amonio) y dos tubos de células se
combinaron en un tubo. Cada tubo, ahora contenlan las PBMC totales y el aislado de
RBC a partir de un donante, se incubd a temperatura ambiente por 10 minutos. Los
coagulos potenciales de células sanguineas se removieron mediante la filtracién de las
células con un colador celular (70 um, Falcon Cat. No. 2350). .PBS se afiadid a un
volumen final de 50 ml seguido por centrifugacion (20°C, 1000 rpm) por 10 minutos. El
numero celular finalmente se conté utilizando un hemocitdmetro.

A continuacién, una fraccion de cada preparacion de PBMC se pretifié y se
analizé6 mediante FACS para seleccionar las preparaciones de PBMC con un porcentaje
de células THO sin afeccién por arriba de 15%. Trescientos microlitros de PBMCs se
tiferon con 20 ul de CD45RA anti-humano conjugado a FITC (Pharmigen, Cat. No.
555488), 20 ul de CD4 anti-humano conjugado a Cy-chrome (Pharmigen, Cat. No.
555348), 5 ul de CD8 anti-humano conjugado a PE (Pharmigen, Cat. No. 5565367), 5 ul de
CD14 anti-humano conjugado a PE (Pharmigen, Cat. No. 555398), y 5 ul de CD20 anti-
humano conjugado a PE (Pharmigen, Cat. No. 555623), y se incubaron y hielo por 45
minutos. Las células se lavaron con PBS, se suspendieron en 1 mi de PBS, y se filtraron
con un colador celular de 40 um (Falcon, Cat. No. 2340). El porcentaje de las células
THO sin afeccién (positivas a CD4 y CD45RA y negativas a CD8, CD 14, CD20) se
cuantific6 mediante FACS, y las preparaciones de PBMC con mas de 15% de células
THO sin afeccién se seleccionaron a para el ensayo.

Las preparaciones seleccionadas de PBMC se tifieron con 500 ul de

CD45RA anti-humano conjugado a FITC, 500 ul de CD4 anti-humano conjugado a Cy-
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chrome, 200 ul de CD8 anti-humano conjugado a PE, 50 ul de CD14 anti-humano

conjugado a PE, y 50 ul CD20 de anti-humano conjugado a PE, y se incubaron sobre
hielo por 60 minutos. Las células se lavaron con PBS, Pl se afiadi6, y las células se
diluyeron con 10 ml de PBS seguido por filtracién con un colador celular de 40 um. Las
células se clasificaron mediante FACS, y 1x10* células THO sin afeccion (positivas a CD4
y CD45RA y negativas a CD8, CD14, CD20) se transfirieron mediante MOFLO dentro de
cada pozo de la placa con 96 pozos de fondo redondo, que contenlan 160 ul de DMEM
plus penicilina-astreptomicina mas 2 mM glutamina y 10% suero de bovina fetal (Hyclone
Cat. No. SH30071.03).

Para cada punto se afiadieron siete microlitros de extensor de células T
CD3/CD28 Dynabeads (Dynal, Cat. No. 111.32) a cada pozo. El efecto estimulante de los
Dynabeads se calibré antes del experimento para evitar la variacion de lote a lote. A
continuacion, se afiadieron 20 pl/pozo de muestras de proteinas a las placas de ensayo.
Generalmente, la concentracién tuvo un intervalo para los estandares de IL-4 y IL- 12
(obtenidos a partir de R&D Systems) que fueron de 0.04 pg/ml a 10 ng/ml, y las
concentraciones tuvieron un intervalo para las muestras prueba de IFN-alfa y la muestra
de referencia de IFN-alfa fueron de 0.76 pg/ml a 200 ng/ml.

Las células se incubaron a 37°C en una incubadora humidificada con 5% de
CO2 por 6 dias. Los sobrenadantes a partir de cada pozo se cosecharon para determinar
el grado de diferenciacién por TH 1 a través de la cuantificacién del contenido de IFN-y,

utilizando un ELISA estandar (R&D Systems, Cat. # DIF50).

Analisis:

7/0?(
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Respuesta = concentraciones de IFN-y en pg/mi.

La siguiente ecuacion se utilizé para el ajuste de la curva:

(Parte superior - Parte inferior)
Y = Parteinferior + 1, | O C30-X ) Hill pendiente

La variable parte inferior es el valor Y en [a meseta de la parte inferior; parte
superior es el valor Y en la meseta de la parte superior, y LogEC50 es el valor X cuando
la respuesta es la mitad entre la parte inferior y la parte superior. El método de

Levenberg-Marquardt se utilizd como un algoritmo de optimizacion.

C. ensayos de antiproliferacién Daudi

A continuacibn se provee un ensayo ejemplar para la actividad

antiproliferativa de los polipéptidos y conjugados del interferén-alfa de la invencion.

Materiales:

Células Daudi: células de linfoma de Burkitt de humano (ATCC Number: #
CCL-213). La linea Daudi se derivé a partir de un hombre de color de 16 afios de edad
con linfoma de Burkitten 1967.

La linea celular es positiva para el virus Epstein-Barr.

RPMI completo:

RPMI 1640 (RPMI, Gibco Cat. No. 11875-143)
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10% suero de bovino fetal (FBS, Hyclone Cat. No. SH30071.03) 1x

penicilina-estreptomicina-gluatimina (PSG, Gibco Cat. No. 10378-01

Las células Daudi de linfoma de Burkitt que crecieron en suspension se
mantuvieron en botellas para cultivo de tejidos de T175, que contenlan 50 ml de RPMI
completo a 37°C en una incubadora humidificada con 5% de CO2. Las células se

dividieron 1: 10 cuando estaban confluentes.

Procedimiento de ensayo:

Las células Daudi se centrifugaron y se lavaron con 1xPBS. £l nimero
celular se ajustd a 10° células/ml. Se afiadieron 80 ul de medio de cultivo a cada pozo en
placas para ensayo de 96 pozos con fondo redondo seguido por la transferencia de 100
ul de células (10* células/pozo) a cada pozo.

Se prepararon 11 diluciones del material de referencia de IFN-alfa y de las
muestras prueba de IFN-alfa, con un intervalo de 200 ng/ml a 0.2 ug/ml (diluciones de 4-
veces), en placas para dilucion utilizando medio de cultivo. Veinte ul de las preparaciones
de IFN-alfa diluidas se transfirieron a las placas para ensayo.

Las células se incubaron a 37°C en una incubadora humidificada con 5% de
CO2. Después de 48 horas, se afiadié 1 uCi de metil-3H timidina (Amersham Pharmacia,
Cat. No. TRK758) a cada pozo sequido por la incubacién por 24 horas a 37°C en una
incubadora humidificada con 5% de CO2. Las células se cosecharon al siguiente dia y se
determiné la incorporacién de timidina.

Altemativamente, el ensayo de antiproliferacién Daudi se puede lievar a

cabo mediante la medicién del nimero de células Daudi viables, metabdlicamente activas

%0\
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basado en la cantidad de ATP presente en un cultivo después del tratamiento con

interferdn. En este procedimiento, las células 8000 se sembraron en un volumen de 50 ul
en una placa para ensayo de 96 pozos con fondo redondo. Las células se dejaron incubar
a 37°C por 2 horas en una incubadora con 5% de CO2 antes de la adicion de las
diluciones del interferén. Los interferones se diluyeron 6-veces (9-puntos) generalmente
iniciando a partir de 5-10 ng/ml. Después de la adicién de los interferones, las células se
incubaron por 72 horas a 37°C en una incubadora humidificada con 5% de CO2. Se
determind el nimero de células viables en cada pozo mediante la adicién de 100 ul de
CeilTiter-Glo™ (Promega, Cat #G7572). Las céluias mas el reactivo CellTiter-Glo™ se
mezclaron por 2 minutos y se incubaron a temperatura ambiente en la oscuridad por 30-

60 minutos. Se determiné la cantidad de sefial luminiscente para cada pozo utilizando un

aparato Analyst HT.
Anélisis:
La EC50 del IFN-alfa de referencia y de las muestras se calcul6 utilizando la
ecuacion:
(Parte superior - Parte inferior)
Y = Poarte inferior + |+ 1 LG C30-X)Hill pendiente

en donde la parte inferior es el valor Y en la parte inferior de la meseta;

parte superior es el valor Y en la parte superior de la meseta, y LogEC50 es el valor X en

o
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donde la respuesta de la mitad entre la parte inferior y la parte superior. El método de

Levenberg-Marquardt se utilizé como un algoritmo de optimizacion.

EJEMPLO 1

determinacién de los residuos accesibles en la superficle de los interfarones-alfa

Exposicion en la superficie de los residuos de linterferén-a2a de humano:

Basdndose en las estructuras de 24 RMN del interferén-alfa 2a de humano
reportadas por Klaus et al., J. Mol. Biol., 274: 661-675 (1997), se calculé la ASA fraccional
de las cadenas laterales. La numeracién de la secuencia utilizada continuacion se basa
en la secuencia madura de la protelna del interferdn-aifa 2a de humano (identificada en la
presente invenciébn como SEQ ID NO: 47). Se debe mencionar que esta estructura
contiene dos enlaces disulfuro de implican a Cys1-Cys98 y Cys29-Cys 138,
respectivamente. Mediante el registro de la ASA y la ASA fraccional y tomando el
promedio de las 24 estructuras, enfocAndose en la ASA de las cadenas laterales, se
determiné que los siguientes residuos tienen mas de 25% de ASA fraccional: D2, L3, P4,
Qs, T6, H7, §8, L9, G10, R12, R13, M16, A19, Q20, R22, K23, 124, S$25, L26, F27, $28,
L30, K31, R33, H34, D35, G37, Q40, E41, E42, G44, N45..Q46. Q48, K49, A50, E51,
E58, Q61, Q62, N65, S68, T69, K70, D71, 873, A74, D77, E78, T79, L80, D82, K83, T86,
Y89, Q90, N93, D94, E96, A97, V89, 1100, Q101, G102, V103, G104, T106, E107, T108,
P109, L110, M111, K112, E113, D114, L117, R120, K121, Q124, R125, T127, L128,
K131, £132, K133, K134, Y135, S136, P137, C138, A145, M148, R149, 8152, L153,
N156, Q158, E159, S160, L161, R162, S163, K164 y E165, con numeracion de la

29
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posicion en relacién con aquélla de la secuencia del interferdn-alfa 2a identificada en la

presente invencién como SEQ ID NO: 47.

Se determind que los siguientes residuos tienen en promedio méas del 50%
de ASA fraccional de sus cadenas laterales: D2, L3, P4, Q5, T6, H7, S8, L8, R12, R13,
M16, A19, S$25, F27, S28, K31, R33, H34, D35, G37, E41, G44, N45, Q46, Q48, K49,
N65, K70, A74, D77, E78, T79, D82, K83, T86, Y89, Q90, N93, D94, 1100, Q101, G102,
G104, T106, E107, T108, P109, LI10, E113, D114, L117, R120, K121, Q124, R125, L128,
K131, E132, K134, P137, R149, E159, L161, R162, $163, K164 y E185, con nhumeracién
de la pasicidn en relacion con aquelia secuencia del interferdn-aifa 2a identificada en la

presente invencion como SEQ ID NO: 47.

Exposicién a la supefficie de los residuos que corresponden a SEQ ID NO:

—
nn

Con respecto a una insercion de un aminoacido después de la posicién 44
de los subtipos del interferdn alfa 2 de humano- tal como, por ejemplo, interferén-alfa 2b
(SEQ ID NO: 46) e interferdn-alfa 2a (SEQ ID NO: 47) — en muchas secuencias de
interferdn alfa, incluyendo todas las secuencias del interferdn alfa conocido de humano
(aparte de los subtipos IFN-alfa 2) y ciertos polipéptidos de la invencién, la numeracion de
la posicién de los residuos expuestos a la superficie se cambiara por un residuo después
del nimero de la posiciSn 44 en, por ejemplo, las secuencias mostradas en el
alineamiento de la figura 2, en relacion con el nimero de la secuencia denostada

hiFNalfa 2b (SEQ ID NO: 46).
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Basandose en el analisis anteriormente mencionado, se considera que las

siguientes posiciones, numeradas en relacién con SEQ ID NO: 1, contienen residuos de
aminoacidos que tienen mas de 25% de ASA fraccional: posiciones 2, 3, 4, 5, 6, 7.8, 9,
10, 12, 13, 16, 19, 20, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 30, 31, 33, 34, 35, 37, 40, 41, 42, 44, 46,
47, 49, 50, 51, 52, 59, 62, 63, 66, 69, 70, 71, 72, 74, 75, 78, 79, 80, 81, 83, 84, 87, 90, 91,
94, 95, 97, 98, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115,
118, 121, 122, 125, 126, 128, 129, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 146, 149, 150,
153, 154, 157, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, y 166.

De manera similar, se ?onsidera que las siguientes posiciones, de nuevo
numeradas en relaciéon con SEQ ID NO: 1, contienen residuos de aminoacidos que tienen
en promedio méas de 50% de ASA fraccional de su cadena lateral: 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 12,
13, 16, 19, 25, 27, 28, 31, 33, 34, 35, 37, 41, 44, 46, 47, 49, 50, 66, 71, 75, 78, 79, 80, 83,
84, 87, 90, 91, 94, 95, 101, 102, 103, 105, 107, 108, 109, 110, 111, 114, 115, 118, 121,
122, 125, 126, 129, 132, 133, 135, 138, 150, 160, 162, 163, 164, 165, y 166.

EJEMPLO 2
Actividades antivirales de polipéptidos del interferén-alfa

Los pacientes con infeccién crénica por HCV tienen cargas virales iniciales
en el intervalo de 10*-107 copias de ARN de HCV/ml. después del tratamiento con IFN-
alfa, la carga viral caracteristicamente produce dos fases log-lineal distintas de
declinacién reflejando dos mecanismos distintos (figura 1B). La calda inicial en la carga

viral se presenta en aproximadamente los primeros dos dias y se cree que se debe a la
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reduccion de la velocidad de la produccidn del virus por las células hepaticas infectadas

en respuesta a la terapia con IFN-alfa.

La mayor carrera técnica con HCV es que el virus no puede crecer in vitro y
solamente ha sido recientemente cultivado en modelos animales. Sin embargo, existen
virus que se replican in vitro que se consideran sustitutos Gtiles para la replicacion viral de
HCV. Se cree que los ensayos in vitro sustitutos pronostican la actividad antiviral in vivo
de HCV incluyendo los ensayos descritos en la seccion de materiales y métodos
anteriormente mencionada, la cual mide la capacidad de las moléculas prueba para
proteger a ia células a partir del efecto citopatico (CPE) de la infeccién viral, utilizando
virus de la encefalomiocarditis (EMCV) en las lineas celulares HuH7 de humano
(derivadas de hepatoma), HelLa (derivadas de carcinoma cervical) y WISH (derivadas de
tejido amnidtico).

El cuadro 7 a continuacién provee actividades antivirales relativas de
diversos polipéptidos IFN-alfa en ensayos representativos de CPE que se llevaron a cabo
como se describe en la seccién de materiales y métodos anteriormente mencionada. Las
diferencias significativas en la actividad se determinaron mediante ANOVA de dos vias
(factores: muestra, experimento) (a = 0.05) seguido por una prueba post-hoc de
Bonferroni para las comparaciones medias (a = 0.05) o una prueba post-hoc de Fisher. El
simbolo (+/-) indica actividad antiviral la cual no se puede distinguir estadlsticamente a

partir del interferdn de referencia; ND, no determinada.
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CUADR 7

Nombredela | SEQ ID NO HuH7/EMCV | HelLa/ EMCV
muestra Actividad Actividad

antiviral antiviral

relativa a relativa a

hulFN-alfa 2b | hulFN-alfa 2b
BIX14EC4 SEQ ID NO: 1 > 8x > 8x
14EP115 SEQ ID NO: 10 > 8x > 8x
14EP116 SEQ ID NO: 11 > 8x > 8x
14EP117 SEQ ID NO: 12 > 8x > 8x
14EP118 SEQ ID NO: 13 > 8x > 8x
14EP119 SEQ ID NO: 14 > 8x > 8x
14EP120 SEQ ID NO: 15 > 8x > 8x
14EP121 SEQ ID NO: 16 > 8x > 8x
14EP125 SEQ ID NO: 20 > 8x > 8x
14EP132 SEQ ID NO: 27 > 8x > 8x
14EP133 SEQ ID NO: 28 > 8x > Bx
14EP134 SEQ ID NO: 29 > 8x > 8x
25EP119 SEQ ID NO: 38 > 8x > 8x
14EP122 SEQ ID NO: 17 4x a 8x > Bx
14EP126 SEQ ID NO: 21 4x a 8x > 8x
14EP129 SEQ ID NO: 24 4x a 8x > 8x
14EP131 SEQ ID NO: 26 4x a 8x > 8x
14EP123 SEQ ID NO: 18 4x a 8x 4x a 8x
14EP124 SEQ ID NO: 19 4x a 8x 4x a 8x
25EP108 SEQ ID NO: 36 4x a Bx 4x a 8x
25EP126 SEQ ID NO: 41 4x a Bx 4x a 8x
14EP142 SEQ ID NO: 35 4x a 8x 2x% a 4x
25EP118 SEQ ID NO: 37 4x a 8x 2x a 4x
25EP125 SEQ ID NO: 40 4x a 8x 2x a 4x
14EP130 SEQ ID NO: 25 2x a 4x 2X a 4x
25EP128 SEQ ID NO: 43 2x a 4x 2x a 4x
14EP127 SEQ ID NO: 22 2X a 4x 2x a 4x
14EP135 SEQ ID NO: 30 2x a 4x ND
14EP136 SEQ ID NO: 31 2x a 4x ND
14EP137 SEQ ID NO: 32 2x a 4x ND
14EP138 SEQ ID NO: 33 2x a 4x ND
25EP120 SEQ ID NO: 39 2x a 4x 0.5x a 2x
14EP128 SEQ ID NO: 23 0.5x a 2x 0.5x a 2x
25EP127 SEQ ID NO: 42 0.1xa 0.5 0.1xa 0.5
IFN-aifa Con1 | SEQ ID NO: 58 2x a 4x 4x a 8x
IFN-alfa 2a SEQ ID NO: 47 0.5x a 2x 0.5x a 2x
IFN-afazb | SEQIDNO:46 | __1(ef) _ | 1(reh
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EJEMPLO 3

Actividades TH1 de poli idos de Interferén-alfa

El ensayo TH1 se disefié para monitorear la mejoria de la diferenciacion de
la célula T sin afeccién dentro de las células TH por el IFN-alfa como se determina por la
cantidad de IFN-gamma detectado en ios sobrenadantes de cultivo. El cuadro 8 provee
las actividades relativas TH1 de diversos polipéptidos de IFN-alfa ensayos como se

describe en la seccion de materiales y métodos anteriormente mencionada.

CUADRO 8
Muestra SEQID NO Numero de veces
sobre |[FN-alfa 2a
14Epi18 SEQ ID NO: 13 >30x
25Epi19 SEQ D NO: 38 >30x
IFN-alfa Con1 SEQ ID NO: 58 10xa 15 x
INF-alfa 2a SEQ ID NO: 47 1 (ref)
EJEMPLO 4

Actlvidades antiproliferativas de los péptidos del interferén-alfa

IFN-alfa inhibe la proliferacion de muchos tipos celulares, aunque los
efectos antiproliferativos frecuentemente se presentan a dosis mas elevadas de las que
se requieren para la respuesta antiviral. Las células Daudi son una linea de célula B
transformada por EVB derivadas de humano que es sensible al iIFN-alfa. Esta linea
celular que responde a IFN-alfa sirve como una sonda (til de los efectos antiproliferativos

de los polipéptidos IFN-alfa polipéptidos de la invencion. Ademas, la actividad
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antiproliferativa de IFN-alfa sobre los megacariocitos y neutréfilos a una alta dosis se cree

que contribuye a la trombocitopenia y neutropenia, respectivamente. El ensayo
antiproliferativo en Daudi puede servir como un ensayo sustituto Gtil para los efectos
antiproliferativos en estos u otros tipos celulares linfoides.

El cuadro 9 provee actividades antiproliferativas relativas de diversos
polipéptidos de IFN-alfa ensayados como se describe en la seccidn de materiales y
métodos anteriormente mencionada, expresadas como veces de actividad
antiproliferativa en relacién con hulFN-alfa 2a (muestra EC50hulFN-alfa 2a/ EC50). Bajo
las condiciones de ensayo empleadas, se detectaron las actividades antiproliferativas de

al menos 0.01x del interferdon de referencia.
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CUADRO 9
Nombre de la SEQ ID NO: Numero de veces de
muestra actividad IFN-c 2a
B9X14EC4 SEQ ID NO: 1 0.8x a 0.5x
14Epi15 SEQ ID NO: 10 0.25x a 0.1x
14Epi17 SEQ ID NO: 12 0.25x a 0.1x
14Epi18 SEO ID NO: 13 0.8x a 0.5x
14Epi19 SEQ ID NO: 14 0.5x a 0.25x
14Epi20 SEQ ID NO: 15 0.5x a 0.25x
14Epi21 SEQ ID NO: 16 0.25xa 0.1 x
14Epi22 SEQ ID NO: 17 0.25x a 0.1x
14Epi23 SEQ ID NO: 18 0.25x a 0.1 x
14Epi24 SEQ ID NO: 19 0.5x a 0.25x
14Epi25 SEQ ID NO: 20 0.5x a 0.25x
14Epi26 SEQ ID NO: 21 0.5x a 0.25x
14Epi27 SEQ ID NO: 22 0.5x a 0.25x
14Epi28 SEQ ID NO: 23 0.8x a 0.5x
14Epi29 SEQ ID NO: 24 0.25x a 0.1x
14Epi30 SEQ ID NO: 25 0.5x a 0.25x
14Epi31 SEQ ID NO: 26 0.5x a 0.25x
14Epi32 SEQ ID NO: 27 1.2x a 0.8x
14Epi33 SEQ ID NO: 28 0.8x a 0.5x
14Epi34 SEOQO ID NO: 29 0.8x a 0.5x
14Epi35 SEQ ID NO: 30 0.8x a 0.5x
14Epi36 SEQ ID NO: 31 0.5x a 0.25x
14Epi37 SEQ ID NO: 32 0.8x a 0.5x
14Epi38 SEQ ID NO: 33 0.8x a 0.5x
14Epi42 SEQ ID NO: 35 0.5x a 0.25x
25Epi08 SEQ ID NOQ: 36 0.5x a 0.25x
25Epi18 SEQ ID NO: 37 0.25x a 0.1x
25Epi19 SEQ ID NO: 38 0.8x a 0.5x
25Epi20 SEOQO ID NO: 39 .0.25xa 0.1 x
25Epi25 SEQ ID NO: 40 0.25xa 0.1 x
25Epi26 SEQ ID NO: 41 0.25xa 0.1 x
25Epi27 SEQ ID NO: 42 0.5x a 0.25x
25Epi28 SEQ ID NO: 43 0.5x a 0.25x
25Epi29 SEQ ID NO: 44 0.8x a 0.5x
IFN-alfa Con1 SEQ ID NO: 58 1.2x a 0.8x
IFN-alfa 2a SEQ ID NO: 47 1x {ref)

310
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EJEMPLO 5
PEGilacién de polipéptidos de interferén-alfa

Los siguientes procedimientos ejemplares se proveen para la preparacion

de conjugados de la invencion.

Cys-PEGilacién

Un polipéptido de la invencion del cual contiene una cisteina libre puede ser
un cisteina-PEGilada como sigue. El polipéptido primero se reduce parcialmente con una
concentracion equimolar de TCEP (Triscarboxietilfosfina) a 4°C por 30 min en 50 mM
MES, 100 mM NaCl, pH 6.0. El polipéptido reducido se reacciona entonces con un
exceso molar de 4 vecas del reactivo mPEG-MAL (con una porcién PEG tal como un
mPEG lineal de 20 kDa o 30 kDa, o un mPEG2 ramificado de 40 kDa) fpor 1 hora a 4°C
bajo las mismas condiciones. La mezcia de reaccidn PEGilada se cargan sobre una
columna de SP-Sepharose HP equilibrada con 50 mM MES, pH 6.0, 100 mM NaCl.
Después de un paso de lavado con 10 CV (volumen de columna) se aplica un gradiente
de 0600 mM NaCl para fraccionar las fracciones PEGiladas y no PEGiladas. Las
fracciones se recolectan y se analizan mediante SDS-PAGE. Las fracciones que
contienen especies monoPEGiladas se agrupan y se formulan para los ensayos de

actividad de interferdn- alfa como se describié anteriormente.



‘0

16

20

271
PEGilacion N-temninal

La PEGilacién N-terminal con mPEG-butiraldehido (que tiene una porcion
PEG tal como un mPEG lineal de 20 kDa o 30 kDa, o un mPEG2 ramificado de 40 kDa)
se puede preformar a 4°C utilizando un exceso molar de 5 veces del reactivo
PEG:polipéptido por 4-8 horas en 50 mM MES, pH 5.5, 100 mM NaCl, y 20 mM
cianoborohidruro sédico, o en 50 mM acetato de sodio, pH 5.5, 100 mM NaCl y 20 mM
cianoborohidruro sédico. Los conjugados se aislaron mediante cromatografia sobre una
columna de SP-Sepharose HP equilibrada en 50 mM MES pH 5.5, 100 mM NaCli,
utilizando un gradiente de 100-600 mM NaCl en 50 mM MES pH 5.5. Las fracciones que
contenlan las especies monoPEGiladas se agrupan y se formulan para ensayos para
actividad en interferdn-alfa como se describid anteriormente, y se pueden caracterizar
adicionalmente mediante, por ejemplo, utilizando CLAR analitica, analisis de aminoacidos

y/o espectrometria de masas MALDI-TOF.

Lisina PEGilacién

En general, la lisina-PEGilacién se llevd a cabo utilizando un procedimiento
esencialmente como se describe por Foser et al. (2003) Protein Expression & Purification
30: 78-87. Brevemente, el polipéptido se hizo reaccionar con 40 kDa de mPEG2-NHS a
aproximadamente una relacion molar de 3: 1 a 5: 1 de mPEG2-NHS: polipéptido en 50
mM regulador de pH de borato, pH 9.0, a 4°C por aproximadamente 1 hora a durante
toda la noche. Los conjugados se aislaron mediante cromatografia de intercambio
catiénico. Las fracciones que contenfan las especies monoPEGilada se agruparon y se

formularon para ensayos de actividad de interferon-alfa como se describid anteriormente.
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Los conjugados monoPEGilados de I|FN-alfa prepared de conformidad con el

procedimiento anteriormente mencionado exhibieron una actividad antiviral en el ensayo
de HelLa-EMCV, aunque fue menor que en los péptidos parentales no PEGilados.

En algunos casos, el agrupamiento monoPEGilado obtained como se
describié anterioomente se analizé adicionalmente mediante CLAR de intercambio
cati6énico utilizando una columna de Polisulfostil A (2.1 mmID x 200 mmL, 5 m, 1000 A, a
partir de PolyLC) para caracterizar el perfil de PEG-isomer. Las fases moéviles fueron
regulador de pH A: 5 mM KH2PO4, 40% 1-propanol, 1% dietilenglicol, pH 3.0 y regulador
de pH B: el mismo que A con 200 mM NaCl. Los isdmeros PEG posicionales se
separaron utilizando un gradiente de 50%-75% fase mdvil B durante 80 minutos a 0.1
mi/min, 20°C con deteccion a 214 nm.

La figura 8 muestra la separacién mediante CLAR de intercambio catidnico
del agrupamiento monoPEGilado obtenido partir de la reaccién del polipéptido de
interferdn-alfa B9xI4EC4 con 40 kDa mPEG2-NHS de conformidad con el procedimiento
anteriormente mencionado. Los picos se recolectaron y se analizaron en SDS-PAGE
(figura 9). Las lineas 2 y 9 de la figura 9 muestran que la muestra antes de la aplicacién
sobre la columna CLAR contiene predominantemente proteina monoPEGilada. Los picos
1-4 (lineas 3-6 de la figura 9) corresponden a la porcién pequefia de IFN diPEGilado en el
agrupamiento monoPEGilada. E! pico menor 5 (linea 7 de la figura 9) contiene porciones
aproximadamente iguales de diPEGilada, monoPEGilada y una especie de peso
molecular menor. Los picos 6-11 (lineas 10-15 de la figura 9) corresponden a los

isdmeros posicionales del polipéptido de IFN monoPEGilado.
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El polipéptido 14epi18 (SEQ ID NO: 13) fue lisina-PEGilada como sigue. El
eluido del paso de cromatografla en Q-Sepharose (obtenido de conformidad con la
seccién de materiales y métodos anteriormente mencionada) se concentrd a ¢ <2 mg/ml.
Para la PEGilacién el regulador de pH se cambié a 50 mM borato de sodio, pH 9.0. El
polipéptido se hizo reaccionar con 40 kDa mPEG2-NHS esencialmente como se describe
por Foser et al. (2003; Protein Expression & Purification 30: 78-87) a una relacién molar
de reactivo PEG sobre proteina de 4. 1 o 5: 1. La reaccién de PEGilacién se dejb
proceder a 4°C por 1.5 horas. 14epi18 monoPEGilado se purifico a partir de la mezcla de
reaccién mediante cromatografla de intercambio catidnico. La elucion se llevé a cabo en
tres pasos utilizando concentraciones en incremento de sal hasta 1 M NaCl para separar
las especies de oligoPEGilada, monoPEGilada y no-PEGilada. El pico de 14epil8
monoPEGilado se formul6 a una concentracién de 0.33 mg/ml para analisis adicional. La
composicion de 14epi18 monoPEGilada asi obtenida produjo una poblacion de isomeros
posicionales predominantemente monoPEGilada en Lys122 y Lys135.

El polipéptido 25epil9 (SEQ ID NO: 38) fue lisina-PEGilada como sigue. El
eluido del paso de cromatografia en Q-Sepharose (obtenido de conformidad con la
seccion de materiales y métodos anteriormente mencionada) se concentrd a ¢ < 2 mg/ml.
Para la PEGilacion el regulador de pH se cambié a 50 mM borato de sodio, pH 9.0. El
polipéptido se hizo reaccionar con 40 kDa mPEG2-NHS esencialmente como se describe
por Foser et al. (2003; Protein Expression & Purification 30: 78-87) a una relacién molar
de reactivo PEG sobre protelna de 4. 1. La reaccién de PEGilacién se dejd proceder a
4°C durante toda la noche. 25epi 19 monoPEGilado se purificé a partir de la mezcla de

reaccion mediante cromatografia de intercambio catidnico. La elucion se llevé a cabo en
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tres pasos utilizando concentraciones en incremento de sal hasta 750 mM NaCl para

separar las especies oligoPEGilada, monoPEGilada y no-PEGilada. El pico de 25epil9
monoPEGilado se concentrd en el regulador de pH para elucién a < 2 mg/ml y se formuld
para andlisis adicional. La composicién de 25epi19 monoPEGilado asi obtenida produjo
una poblacién de isébmeros posicionales predominantemente monoPEGilada en Lys31,
Lys 122 y Lys 135.

14epi18 monoPEGilado y 25epi19 monoPEGilado se prepararon como se
describi6é anteriormente y ambos exhibieron una actividad antiviral 10 veces mayor que la

actividad antiviral de IFN- alfa 2a monoPEGilado en el ensayo antiviral HeLa-EMCV.

EJEMPLO 6

Calorimetria de registro diferenclal

Los experimentos de calorimetria de registro diferencial (DSC) se llevaron a
cabo para estimar la capacidad de algunos polipéptidos de la invencion. Las muestras de
proteina a concentraciones de 100 a 325 g/ml fueron sometidas a intercambio de
regulador de pH dentro de solucién salina con pH regulado con fosfato (PBS) y se
sometieron a DSC utilizando un MicroCal VP-DSC (MicroCal, Northampton, MA). La
temperatura de fusion (Tn,) se estimé a partir de la gréfica de la capacidad caldrica (Cp)
contra la temperatura. Las Tms estimadas son: BOX14EC4 (SEQ ID NO: 1) 58.4°C;
14epilé (SEQ ID NO: 11) 64.2°C; y 14epil8 (SEQ ID NO: 13) 59.5°C. La sustitucion de un

residuo de fenilalanina en la posicién 48 (en SEQ ID NO: 1) por un residuo de leucina (en

Y
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SEQ ID NO: 11) o un residuo de alanina (en SEQ ID NO: 13) parece no tener ningin

efecto detrimental sobre la estabilidad del polipéptido.

EJEMPLO 7

Ensayos In vivo

Medicion de los perfiles de farmacocinética (PK) y farmacodinamica (PD) de
un polipéptido o conjugado de la invencién

La medicién de la vida media biolégica o vida media en suero se puede
llevar acabo de numerosas formas descritas en la literatura. Por ejemplo, la vida media
bioldgica puede determinarse utilizando un método de ELISA para detectar los niveles en
suero de interferon-alfa después de por _ejemplo administracion subcutanea o
intramuscular. El uso de un método ELI;A para determinar las farmacocinéticas del
interferdn-alfa administrado subcutaneamente se describe -por ejemplo por Rostaing et al.
(1998), J. Am. Soc. Nephrol.9(12): 2344-48. Merimsky et al.(1991), Cancer Chemother.
Pharmacol. 27 (5); describe la determinaciéon en suero del nivel de un interferon-alfa
intramuscularmente administrado.

Por ejemplo, los perfiles farmacocinéticos (PK) y farmacodinamicos (PD) de
un conjugado de la invencién se pueden estudiar en monos cynomolgus (Macaca
fascicularis) de conformidad con el siguiente procedimiento. Los animales hembra de tres
o cuatro afios de edad con un peso promedio de 5-6 kg se utilizan en el estudio. Los
animales se aclimatan por un minimo de 6 semanas entre la llegada y el inicio del

tratamiento con un perlodo minimo de 3 semanas de aclimatan para las condiciones de
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alojamiento del estudio. Estas se alojan particularmente en jaulas de malla de acero

inoxidable (al menos 540 x 810 x 760 mm) y se mantienen con una ciieta para primate
completa comercialmente disponible (100 gramos/animal/dia) analizada para la ausencia
de contaminantes bacterianos y quimicos. Ademas, los animales recibieron diariamente
fruta (manzana o banana). Los animales se sometieron a ayuno antes de todos los
procedimientos que requerian ar}estesia.

Tres dias antes del inicio del estudio y el dia de inicio del estudio antes de la
administracion de los compuestos, se recolectaron muestras de sangre a partir de los
animales. A lo largo de todo el estudio, [as muestras de sangre (1 mi de sangre total) se
retiraron a partir de un vaso femoral o cefélico/safenoso del animal manuaimente
detenido no anestesiado.

El régimen de alimentacién normal se mantuvo durante la recoleccion. Las
muestras se recolectaron en tubos sin anticoagulante, seguido por centrifugacién a 3000
rpm (aproximadamente 1760 g) por 10 minutos a 4°C. Las muestras de suero se separan
entonces en dos allicuotas (aproximadamente 200 ul cada una) y se almacenan a -20°C.

Antes del inicio del estudio, el conjugado de la invencién se formulé en 20
mM acetato de sodio (pH 6.0) y 140 mM cloruro de scdio. En el inicio del estudio, el
conjugado se administrd una vez por animal ya sea como 30 mecg conhjugado/kg peso del
animal (cuatro animales), o 300 mcg/kg (cuatro animales), utilizando una jeringa estéril y
una aguja introducida subcutdneamente después de la desinfeccion local con solucién
acuosa de etil alcohol. Las muestras de sangre se recolectaron en los siguientes puntos

de tiempo después de la administraciéon del conjugado: 4 horas, 8 horas, 12 horas, 24
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horas, 48 horas, 72 horas, 144 horas, 240 horas, 336 horas, 456 horas, 552 horas, 600

horas, 624 horas, 648 horas, 672 horas, 696 horas, 720 horas y 744 horas.

Los animales se observaron diariamente para detectar cualquier signo
clinico o reaccién al tratamiento. Los sitios de inyecciones son evaluados visualmente
diariamente con el objeto de evaluar la tolerancia local. Un examen clinico detallado se
llevé a cabo antes del inicio del tratamiento y del término del estudio.

La concentraciébn del conjugado en las muestras de suero aisladas se
determiné después del término del estudio, utilizando un ensayo ELISA. La vida media in
vivo del conjugado en monos cynomolgus se determina entonces basandose en [a
concentracidn en suero de los compuestos en los puntos de tiempo especificados.

La respuesta farmacodindamica ep los monos cynomolgus al tratamiento con
un conjugado de la invencion se evalda al medir los niveles de 2'.5'-oligoadenilato
sintetasea y neopterina en cada muestra de suero, utilizando un RIA comercialmente
disponible (Eiken Chemical Co., Tokyo) y un ELISA comercialmente disponible (IBL
Immuno Biological Laboratories, Hamburgo), respectivamente. Basandose en las
concentraciones medidas de estos dos biomarcadores para la actividad del interferéon en
las muestras de suero, se determina el area bajo la curva (AUC) para cuantificar la
actividad in vivo de cada compuesto a cada una de las dos dosis.

Determinacion de |a inmunogeneicidad in vitro

La inmunogenicidad reducida de polipéptido ¢ conjugado de la invencion
con relacion a la molécula de referencia se puede determinar mediante el uso de un
método ELISA midiendo la inmunomreactividad de la molécula en relacién con una

molécula de referencia o preparacién, tipicamente una proteina conocida de interferdn-

\b
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alfa. El método de ELISA se basa en los anticuerpos a partir de pacientes tratados con la
proteina de referencia. Se considera que la inmunogenicidad se reduce cuando el
polipéptido o conjugado de la invencién tiene una menor respuesia estadisticamente
significativa en el ensayo en comparacidn con la molécula o preparacion de referencia.
Aunque la invencién precedente se ha descrito con cierto detalle para
propodsitos de claridad y entendimiento, ser4 evidente para una persona experta en la
técnica después de la lectura de esta descripcion que se pueden realizar diversos
cambios en forma y detalle sin apartarse del verdadero alcance de la invencion. Se
entiende que los ejemplos y modalidades descritas en la presente invencion son
solamente para propésitos ilustrativos y y que diversas modificaciones o cambios a la luz
de las mismas serdn sugeridos a las personas expertas en la técnica y deben incluirse
dentro del espiritu y alcance de esta aplicacién y el alcance de las reivindicaciones
anexas. Por ejemplo, todas las técnicas e instrumentos anteriormente descritos se
pueden utilizar en diversas combinaciones. Todas las aplicaciones, patentes, solicitudes
de patente, y/o otros documentos citados en esta solicitud se incorporan en la presente
invencion como referencias en su totalidad para todos los propésitos hasta el mismo
grado como si cada publicacion individual, patente, solicitud de patente, y/u otro
documento se indicaran individualmente para ser incorporadas en la presente invencién

como referencia en su totalidad para todos los propésitos.

\X



'0

15

20

279 ())\8

N_VEDAD DE LA INVENCI N
REIVINDICACIONES

1.- Un polipéptido aislado o recombinante que comprende una secuencia la
cual (a) difiere en 1 a 16 posiciones de aminoacidos a partir del SEQ ID NO: 1 y (b)
comprende una o mas sustituciones en relacién con SEQ ID NO: 1 seleccionada a partir
del grupo que consiste de F48A/L; V51P; F55A; FB5A; F6BP; L111A; y V114P; dicho
polipéptido exhibe actividad antiviral.

2.- El polipéptido de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado
ademas porque comprende una secuencia que difiere de SEQ ID NO: en 1 a 10
posiciones de aminoacidos.

3.- E! polipéptido de conformidad con la reivindicacidn 1, caracterizado
ademas porque comprende una secuencia que difiere de SEQ ID NO: 1 en 1 a 8
posiciones de aminoacidos.

4.- El polipéptido de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado
ademas porque comprende adicionaimente una o mas sustituciones seleccionadas a
partir del grupo que consiste de H47Q; VS1A; Q52P/E; A53T, F55S; L56V; F57L; YS8H,
M61I; N113K; V114E; y E 160D.

5.- El polipéptido de conformidad con la reivindicacidn 1, caracterizado
ademas porque comprende una secuencia seleccionada a partir del grupo que consiste

de SEQ ID NO: 2-35.
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6.- El polipéptido de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado

ademas porque dichas secuencia comprende la sustitucion F48A/L. en relacién con SEQ
ID NO: 1.

7.- El polipéptido de conformidad con la reivindicacidbn 6, caracterizado
ademas porque comprende una secuencia seleccionada a partir del grupo que consiste
de SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14,
SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ
ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID
NO: 27, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 34 y SEQ (D NO: 35.

8.- Un polipéptido aislado o recombinante que comprende una secuencia
que (a) difiere en 0 a 18 posiciones de aminoacidos a partir de SEQ ID NO: 13 y (b)
comprende uno o més de: Ala 0 Leu en la posicién 48; Pro en la posicion 51; Ala en la
posicién 55; Ala en la posicién 65; Pro en la posicién 68; Ala en la posicién 111; y Pro en
la posicién 114; dicho polipéptido exhibe actividad antiviral.

9.- El polipéptido de conformidad con la reivindicacion 8, caracterizado
ademas porque dicha secuencia comprende Ala o Leu en la posicion 48.

10.- El polipéptido de conformidad con la reivindicacién 8, caracterizado
ademas porque comprende una secuencia que difiere de SEQ ID NO: 13 en 0 a 8
posiciones de aminoacidos.

11.- Un polipéptido aislado o recombinante que comprende la secuencia
SEQ ID NO: 13, opcionalmente comprendiendo de manera adicional una metionina en el

extremo N terminal, dicho polipéptido exhibe actividad antiviral.

2
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12.- Un polipéptido aislado o recombinante que comprende una secuencia

que (a) difiere en 1 a 18 posiciones de aminoéacidos a partir de SEQ ID NO: 36 y (b)
comprende una 0 méas sustituciones en relacién con SEQ ID NO: 36 seleccionadas a
partir del grupo que consiste de M21A, 124P, F48A/., T51P, S55A, F65A, FGBP, FO0A,
M93P, L111A, V114P, F124A, 1127P, y E180D; dicho polipéptido exhibe actividad
antiviral.

13.- El polipéptido de conformidad con la relvindicacion 12, caracterizado
ademéas porque comprende una secuencia que difiere de SEQ ID NO: 36 en 1 a 10
posiciones de aminoacidos.

14.- El polipéptido de conformidad con la reivindicaciéon 12, caracterizado
ademas porque comprende una secuencia que difiere de SEQ ID NO: 36 en 1 a 8
posiciones de aminodcidos.

15.- El polipéptido de conformidad con la reivindicacién 12, caracterizado
ademdés porque comprende adicionalmente una o més sustituciones seleccionadas a
partir del grupo que consiste de P26L, H47Q, T51V, S55P/F, V56L, H58Y, L60M, FSOY,
MO3L, N95D, N113K, V114E, R125Q, T132K, y L154F.

16.- El polipéptido de conformidad con la reivindicacién 12, caracterizado
ademés porque comprende una secuencia seleccionada a partir del grupo que consiste
de SEQ ID NO: 3744,

17.- El polipéptido de conformidad con la reivindicacion 12, caracterizado
ademas porque dicha secuencia comprende la sustitucién F48A/L en relacién con SEQ ID

NO: 36.

(5@0
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18.- El polipéptido de conformidad con la reivindicacion 17, caracterizado

ademasf porque comprende una secuencia seleccionada a partir del grupo que consiste
de SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41,
SEQ ID NO: 42, y SEQ ID NO: 43.

19.- El polipéptido de conformidad con la reivindicacién 12, caracterizado
ademas porque comprende la secuencia SEQ ID NO: 44,

20.- Un polipéptido aislado o recombinante que comprende una secuencia
que (a) difiere en 0 a 16 posiciones de aminoacidos a partir de SEQ ID NO: 38 y (b)
comprende uno o mas de: Ala en la posicion 21; Pro en la posicién 24, Ala o Leu en la
posicidn 48; Pro en la posicion 51; Ala en la posicién 55; Ala en la posicién 65; Pro en la
posicion 68; Ala en la posicién 90; Pro en la posicién 93; Ala en la posicién 111; Pro en la
posicion 114; Ala en la posicién 124; Pro en la posicidén 127; y Glu en la posicién 160;
dicho polipéptido exhibe actividad antiviral.

21.- El polipéptido de conformidad con la reivindicaciéon 20, caracterizado
ademas porque dicha secuencia comprende Ala o Leu en la posicion 48.

22.- El polipéptido de conformidad con la reivindicacion 20, caracterizado
ademas porque comprende una secuencia que difiere de SEQ ID NO: 38 en 0 a 8
posiciones de aminoacidos.

23.- Un polipéptido aislado o recombinante que comprende la secuencia
SEQ 1D NO: 38, opcionalmente comprendiendo de manera adicional una metionina en el

extremo N terminal, dicho polipéptido exhibe actividad antiviral.

o
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24.- El polipéptido de conformidad con la reivindicacion 1 a 23, caracterizado

ademas porque |a actividad antiviral del polipéptido es igual a o mayor que la actividad
antiviral del hulFN-alfa 2b o del hulFN-alfa 2a.

25.- El polipéptido de conformidad con la reivindicacién 24, caracterizado
ademas porque la actividad antiviral del polipéptido es al menos dos veces mayor que la
actividad antiviral del hulFN-alfa 2b o del hulFN-alfa 2a.

26.- El polipéptido de conformidad con la reivindicacion 1 a 23, caracterizado
ademéas porque el polipéptido exhibe una relacibn de actividad antiviral/actividad
antiproliferativa al menos dos veces mayor que la relacién de actividad antiviraliactividad
antiproliferativa exhibida por hulFN-alfa 2b o por hulFN-alfa 2a.

27 .- Un conjugado que comprende (a) un polipéptido de conformidad con la
reivindicacion 1 a 26, y (b) una porcibn no polipeptidica covalentemente unida al
polipéptido. ,

28.- El conjugado de conformidad con la reivindicacién 27, caracterizado
ademas porque comprende al menos dos porciones no polipeptidicas.

29.- El conjugado de conformidad con la reivindicacion 27, caracterizado
ademas porque comprende una porcién no polipeptidica covalentemente unida a un
residuo de cistelna.

.30.- El conjugado de conformidad con la reivindicacién 27, caracterizado
ademas porque comprende una porcién no polipeptidica covalentemente unida a un

residuo de lisina o al grupo amino N terminal.
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31.- El conjugado de conformidad con la reivindicacion 27, caracterizado

ademas porque comprende una porcidn no polipeptidica covalentemente unida a un
residuo de lisina.

32.- El conjugado de conformidad con la reivindicacion 27, caracterizado
ademas porque comprende una porcién no polipeptidica unida al grupo amino N terminal.

33.- El conjugado de conformidad con la reivindicacién 27, caracterizado
ademas porque la porcién no polipeptidica es un polimero.

34.- El conjugado de conformidad con la reivindicacién 33, caracterizado
ademas porque el polimero es un polietilenglicol.

35.- El conjugado de conformidad con la reivindicacion 34, caracterizado
ademas porque el polietilenglicol es una porcion mPEG2 de 40 kDa covalentemente
unida a un residuo de lisina.

36.- El conjugado de conformidad con la reivindicacién 27, caracterizado
ademas porque la porcién no polipeptidica es un azicar.

37.- El conjugado de conformidad con la reivindicacién 36, caracterizado
ademas porque el azticar esta unido a un sitio de N-glicosilaciéon del polipéptido.

38.- Un conjugado que comprende (a) un polipéptido que comprende la
secuencia SEQ ID NO: 13, opcionalmente comprendiendo de manera adicional una
metionina en el extremo N terminal; y (b) una porcién PEG c'ovalentement.e unida a un
residuo de lisina del polipéptido, dicho conjugado exhibe actividad antiviral.

39.- El conjugado de conformidad con la reivindicacion 38, caracterizado

ademas porque Ia porcion PEG es una porcion mPEG2 de 40 kDa.

14
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40.- El conjugado de conformidad con la reivindicacidon 39, caracterizado

ademas porque la porcion mPEG2 de 40 kDa esta covalentemente unida a un residuo de
lisina seleccionado a partir de Lys 122 y Lys 135.

41.- Un conjugado que comprende (a) un polipéptido que comprende la
secuencia SEQ ID NO: 38, opcionaimente comprendiendo de manera adicional una
metionina en el extremo N terminal; y (b) una porcién PEG covalentemente unida a un
residuo de lisina del polipéptido, dicho conjugado exhibe actividad antiviral.

42.- El conjugado de conformidad con la reivindicacidbn 41, caracterizado
ademas porque la porgidn PEG as una porcion mPEG2 de 40 kDa.

43.- El conjugado de conformidad con la reivindicacién 42, caracterizado
ademas porque la porcion mPEG2 de 40 kDa esta covalentemente unida a un residuo de
lisina seleccionado a partir de Lys31, Lys122, y Lys135.

44.- Una composicion que comprende {a) un conjugado que comprende un
polipéptido que comprende la secuencia SEQ ID NO: 13, opcionalmente comprendiendo
de manera adicional una metionina en el extremo N temminal, y una porcién mPEG2 de 40
kDa covalentemente unida a Lys 122; y (b) un conjugado que comprende un polipéptido
que comprende la secuencia SEQ ID NO: 13, opcionalmente comprendiendo de manera
adicional una metionina en el extremo N terminal, y una porcién mPEG2 de 40 kDa
covalentemente unida a Lys 135; dicha composicidn exhibe actividad antiviral.

45.- Una composicién que comprende (a) un conjugado que comprende un
polipéptido que comprende la secuencia SEQ ID NO: 38, opcionalmente comprendiendo
de manera adicional una metionina en el extremo N terminal, y una porcién mPEG2 de 40

kDa covalentemente unida a Lys31; (b) un conjugado que comprende un polipéptido que
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comprende la secuencia SEQ ID NO: 38, opcionaimente comprendiendo de manera

adicional una metionina en el extremo N terminal, y una porcion mPEG2 de 40 kDa
covalentemente unida a Lys122; y (c) un conjugado que comprende un polipéptido que
comprende la secuencia SEQ ID NO: 38, opcionaimente comprendiendo de manera
adicional una metionina en el extremo N terminal, y una porcibn mPEG2 de 40 kDa
covalentemente unida a Lys135; dicha composicién exhibe actividad antiviral.

46.- Una composicién que comprende el polipéptido de conformidad con la
reivindicacion 1 a 26 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

47.- Una composicién que comprende el conjugado de conformidad con la
reivindicacion 27 a 43 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

48.- La composicion de conformidad con la reivindicacion 44 a 45,
caracterizada ademaés porque comprende adicionaimente un  excipiente
farmacéuticamente aceptable.

49.- Un polinuclettido aislado o recombinante que comprende una
secuencia de #&cido nucleico que codifica el polipéptido de conformidad con la
reivindicacion 1 a 26.

50.- El polinucledtido de conformidad con la reivindicacién 49, caracterizado
ademas porque comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido
gue comprende la secuencia SEQ ID NO: 13.

51.- El polinucledtido de conformidad con la reivindicacién 50, caracterizado
ademas porque comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada a partir de

SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ {D NO: 84, y SEQ ID NO: 89.

wy
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52.- El polinucledtido de conformidad con la reivindicacidn 49, caracterizado

ademés porque comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido
que comprende la secuencia SEQ ID NO: 38.

53.- El polinucledtido de conformidad con la reivindicacion 52, caracterizado
ademas porque comprende una secuencia de acido nucleico seleccionada a partir de
SEQ ID NO: 80, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 82, y SEQ ID NO: 90.

54.- Una célula hospedera que comprende el polinucleétido de conformidad
con la reivindicacion 49.

§55.- Un vector que comprende el polinucledtido de conformidad con la
reivindicacion 49.

56.- El vector de conformidad con la reivindicacion 55, caracterizado
ademas porque es un vector de expresibn que comprende el polinucledtido
operativamente asociado a un promotor.

57.- Una célula hospedera que comprende el vector de conformidad con la
reivindicacion 56.

58.- Una composicién que comprende el polinucleétido de conformidad con
la reivindicacion 49 y un excipiente.

§9.- Un método para la preparacion de un polipéptido de conformidad con la
reivindicacion 1 a 26, el método comprendiendo: proveer un cultivo que comprende una
célula hospedera, la célula hospedera que comprende un vector de expresion que
comprende un promotor operativamente asociado a un polinucleédtido, el polinucle6tido

que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido, cultivar el
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cultivo bajo condiciones que permiten la expresion- del polipéptido, y recuperar el

polipéptido.

60.- El método de conformidad con la reivindicacion 59, caracterizado
ademas porque la célula hospedera es una célula hospedera glicosilante.

61.- El método de conformidad con la reivindicacién 59, caracterizado
ademas porque la célula hospedera es una célula hospedera bacteriana.

62.- El método de conformidad con la reivindicacidon 59, caracterizado
ademas porque la célula hospedera bacteriana es E. coli.

. 83.- El método de conformidad con la reivindicacién 62, caracterizado
ademas porque el paso de recuperacion del polipéptido comprende: (a) el aislamiento de
cuerpos de inclusion (IB) que comprenden el polipéptido; (b) solubilizaciéon de los 1B,
obteniendo asi un polipéptido no plegado; (c) replegar el polipéptido no plegado,
obteniendo asf un polipéptido replegado; y (d) purificar el polipéptido replegado.

64.- Un método para la preparacion de un conjugado, el método
comprendiendo (i) la provisién del polipéptido de conformidad con la reivindicacion 1 a 26,
y (i) unir al menos una porcién no polipeptidica al polipéptido, en donde el .conjugado
resultante exhibe actividad antiviral.

65.- El método de conformidad con la reivindicacién 84, caracterizado
ademas porque el paso de provision del polipéptido comprende: la provisién de un cultivo
que comprende una célula hospedera, la célula hospedera que comprende un vector de
expresidn que comprende un promotor operativamente asociado a un polinucleétido, el

polinucledtido que comprende una secuencia de &cido nucleico que codifica el

27
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polipéptido, cultivar el cultivo bajo condiciones que permiten la expresién del polipéptido,

y la recuperacion del polipéptido.

66.- E| método de conformidad con la reivindicacién 65, caracterizado
ademas porque la célula hospedera es una célula hospedera glicosilante o una célula
hospedera bacteriana.

67.- El método de conformidad con la reivindicacién 66, caracterizado
ademas porque la célula hospedera bacteriana es E. coli.

68.- El método de conformidad con la reivindicaciébn 67, caracterizado
ademas porque el paso de recuperacion del polipéptido comprende: (a) el aisiamiento de
los cuerpos de inclusion (IB) que comprende el polipéptido; (b) la solubilizacién de los 1B,
obteniendo asl un polipéptido no plegado; {c) replegando el polipéptido no plegado,
obteniendo asl el polipéptido replegado; y (d) purificar el polipéptido replegado.

69.- El método de conformidad con la reivindicacién 64, caracterizado
ademas porque ol paso de unién de al menos una porcidn no polipeptidica al polipéptido
comprende: hacer reaccionar el polipéptido con mPEG2-NHS de 40 kDa a una relacién
molar de mPEG2NHS:polipéptido de aproximadamente 3:1 a 5:1 apH 9y 4°C de 1 hora
a toda la noche.

70.- Un método para reducir el nimero de copias de un virus en células
infectadas con el virus, el método comprendiendo: administrar el polipéptido de
conformidad con la reivindicacion 1 a 26, el conjugado de conformidad con la
reivindicacion 27 a 43, o la composicién de conformidad con la reivindicacién 44 a 48 a
las células en una cantidad efectiva para reducir el nimero de copias del virus en las

células, reduciendo asi el nUmero de copias del virus en dichas células.
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71.- Un método para reducir el nivel de ARN de HCV en el suero de un

paciente infectado con HCV, que comprende administrar al paciente el polipéptido de
conformidad con la reivindicacion 1 a 26, el conjugado de conformidad con la
reivindicacién 27 a 43, o la composicién de conformidad con la reivindicacion 44 a 48 en
una cantidad efectiva para reducir el nivel de ARN de HCV en comparacion con el nivel
de ARN de HCV presente antes del inicio del tratamiento.

72.- Un método para reducir el nivel de ADN de HBV en suero de un
paciente infectado con HBV, que comprende administrar al paciente el polipéptido de
conformidad con [a reivindicaciébn 1 a 26, el conjugado de conformidad con [a
reivindicacién 27 a 43, o la composicién de conformidad con la reivindicacién 44 a 48 en
una cantidad efectiva para reducir el nivel de ADN de HBV en comparacion con el nivel
de ADN de HBV presente antes del inicio del tratamiento.

73.- Un método para reducir el nivel de ARN de HIV en suero de un paciente
infectado con HIV, que comprende administrar al paciente el polipéptido de conformidad
con la reivindicacién 1 a 26, el conjugado de conformidad con la reivindicacion 27 a 43, o
la composicién de conformidad con la reivindicacion 44 a 48 en una cantidad efectiva
para reducir el nivel de ARN de HIV en comparacion con el nivel de ARN de HIV presente
antes del inicio del tratamiento.

74 - El polipéptido de conformidad con la reivindicacion 1 a 28, el conjugado
de conformidad con la reivindicacién 27 a 43, o la composicién de conformidad con la
reivindicacion 44 a 48 para uso como un medicamento.

75.- El uso del polipéptido de conformidad con la reivindicaciéon 1 a 26, el

conjugado de conformidad con la reivindicacién 27 a 43, o la composicion de conformidad
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con la reivindicacién 44 a 48 para la elaboracion de un medicamento para uso en el
tratamiento de la enfermedad.

76.- El uso del polipéptido de conformidad con la reivindicacién 1 a 26, el
conjugado de conformidad con la reivindicacién 27 a 43, o la composicién de conformidad
con la reivindicacién 44 a 48 para la elaboraciébn de un medicamento para uso en el
tratamiento de una enfermedad viral.

77.- El uso del polipéptido de conformidad con la reivindicacion 1 a 26, el
conjugado de conformidad con la reivindicacién 27 a 43, o la composicién de conformidad
con la reivindicacion 44 a 48 para la elaboracion de un medicamento para reducir el
ndmero de copias de un virus en células infectadas con el virus.

78.- El uso del polipéptido de conformidad con la reivindicacién 1 a 26, el
conjugado de conformidad con la reivindicacion 27 a 43, o la composicidn de conformidad
con la reivindicacion 44 a 48 para la elaboracién c_:le un medicamento para reducir el nivel
de un virus en el suero de un paciente infectado con el virus.

79.- El uso como el que se reclama en cualesquiera de las reivindicaciones

61-63, en donde el virus es HCV, HBV, o HIV.

o
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Maxygen, Inc.

F. Hoffmann-LaRoche AG

<120> POLIPEPTIDOS DE INTERFERON-ALFA Y

CONJUGADOS

<130> 0280.310WO

<150> US 60/572,504

«<151> 2004-05-19

<160> 90

<170> FastS5EQ para Windows Versifn 4.0

«210> 1
<211> 166
<212> PRT

«213> Secuencia artificial

<220>

<223> Congtrucclén sintética B9x14EC4

<400> 1

Cys AsSp Leu Pro Gln Thr His Ser Leu Gly His Arg Arg Thr Met Met
1 5 10 15

Leu Leu Ala Gln Met Arg Arg Ile Ser Leu Phe Ber Cys Leu Lys Asp

20 25 30
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Arg

Gln

Phe

Leu

Glu

Leu

145

Ser

His

Lys

Aan

Ala

Vval

Tyr
130

Leu

<210> 2

Asp

35

val

Leu

Glu

cys

Asp

115

Leu

Glu

Arg

<211> 166

<212> PRT

Phe

Gln

Phe

Lys

val

100

Ser

Thr

Ile

Ser

Ala

Ser

Phe

85

Met

Ile

Glu

Met

Lys

165

Phe

Ile

70

Gln

Leu

Lys

150

Glu

Pro

Phe
55

Lys

Ile

@3lu

Ala

Lys

135

Ser

<213> Secuencla artificial

<220>

«223> Construccién sintética 14epio?7

<400>» 2

Gln

40

Leu

Asp

Glu

Val

val

120

Tyr

Phe

Glu

Phe

Ser

Leu

aly

105

Ser

Ser

293
Glu Phe

Tyr Glu

Ser Ala

75
Phe Gln
90

Val Glu

Lys Tyr

Pro Cys

Phe Ser

155

Asp

Met

Ala

Gln

Glu

Phe

Ala

140

Thr

Gly Asn
45

Met GQln

Trp ASp

Met Asn

Thr Pro

110
Gln Arg
125

Trp Glu

Asn Leu

His

3ln

Glu

Asp

L=su

Ile

val

Gln

Phe

Leu

Met

Thr

val

aGlu

160

Cys Asp Leu Pro Gln Thr His Ser Leu Gly Hls Arg Arg Thr Met Met

244
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Gln

Phe

65

Glu

Asn

Leu

145

Ser

Leu

His

Lys

Asn

Leu

Ala

Val

130

Leu

<210> 3

Asp

35

val

Leu

Glu

Asp

115

Glu

Arg

<211> 166

<212> PRT

aGln

20

Phe

Gln

Phe

Lys

val

100

Ser

Ile

Ber

Met

Ala

Ser

Phe

Met

Ile

Glu

Met

Lys

165

Arg

Phe

Ile

70

Tyr

Gln

Leu

Lys

Arg
150

Glu

Arg

Pro

Pro

55

Lys

Ile

Glu

Ala

135

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética l4epi0s

Ile

Gln

40

Leu

Asp

3lu

val

val

120

Phe

Ser

Glu

Phe

Ser

Leu

Gly

105

Ser

Ser

294

1o

Glu

Tyr

Ber

Phe

val

Lys

Pro

Phe

Phe

Phe

Glu

Ala

75

Gln

Glu

Cys

Ser

155

Her

Asp

Met

60

Gln

Glu

Phe

Ala

140
Thr

Cys

Leu

30

Gly Asn

45

Met

Trp

Met

Thr

Gln

135

Asn

aln

Asp

Amn

Pro

110

Glu

Leu

15

Lys

Him

Gln

Glu

ABp

Ile

val

Gln

Asp

Phe

Leu

Met

Thr

val

alu

160
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<400> 3

cys
1

Leu

Gln

Phe

Leu

Glu

145

Ser

Asp

Leu

His

Lys

Asn

Ala

val

130

Leu

<210> 4

Leu Pro

Ala Gln

20
Asp Phe
3s

Ala Pro

Leu Phe

Glu Lys

Cys Vval

100

Asp Ser

115

Leu Thr

Glu Ile

Arg Ser

<211> 166

<212> PRT

Gln

Met

Ala

Ser

Phe

Met

Ile

Glu

Met

Lys

165

Thr

Arg

Phe

Ile

Thr

70

Gln

Leu

Lys

150

AGlu

His

Arg

Pro

Ser

Lys

Ile

Glu

Ala

Lys

1315

Ser

<213> Secuencia artificial

8er

Ile

Gln

40

val

Asp

Glu

val

val

120

Phe

Leu

Ser

Glu

Leu

Ser

Leu

Oly

105

Ser

Ber

285

Qly

10

Leu

Glu

His

Ber

Phe

val

Lys

Pro

Phe

His Arg Arg Thr

Phe Ber

Phe Asp

Glu Met

60
Ala Ala
75

Gln Gln

Glu Glu

Tyr Phe

Cys Ala

140

Ser Thr

155

Gly
415

Met

Trp

Met

Thr

Gln

125

Trp

Asn

Leu

30

Asn

Gln

Asp

Asn

Pro

110

Glu

Leu

Met

15

Lys

His

Gln

Glu

Asp

95

Ile

Val

Gln

Met

Asp

Phe

Thr
80

Leu

Thr

Val

Glu

160
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<2320>

296

<223> Construccidén pintética l4epio?

<400> 4

Cys Asp

Leu Leu

Gln Lys

50
Phe Asn
65

Leu Leu

Glu Ala

Asn Val

130

Arg Ala
145

Ser Leu

<210> 5

Leu

Ala

Asp

k1

Ala

Leu

alu

Cys

Asp

115

Leu

Glu

Arg

Pro

Gln

Phe

Glu

Phe

Lys

val

100

Ber

Thr

Ile

Ser

@Gln Thr

Met Arg

Arg Phe

Thr Ile

Ser Thr

70
Phe Tyr
85

Met Gln

Ile Leu

Glu Lys

Met Arg
150

Lys Glu

165

His

Pro

Pro

Lys

Ile

Glu

Ala

Lys

135

Ber

Ser

Ile

Gln

val

Asp

Glu

val

Val

120

Phe

Leun

Ser

Glu

Leu

Ber

Leu

Gly

105

Eer

Ser

Gly His
10

Leu Phe

Glu Phe

His Glu

Ser Ala

75

Phe Gln

Val Glu

Lya Tyr

Pro Cys

Phe Ser

155

Arg

Ber

Asp

Met

Ala

aGln

Glu

Phe

Ala

140

Thr

Cys Leu

3o
Gly Asn
45

Met Gln

Trp Asp

Met Asn

110

Gln Arg
125

Trp Glu

Asn Leu

15

Lys

Hie

Gln

Glu

Rsp

95

Leu

Ile

val

dln

Met

Asp

Phe

Thr

Thr

Leu

Met

val

Glu
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«<211l> 166

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

297

<223> Conatruccién pintética l1l4epilD

<400> 5

Cys
1

Leu

Gln

Phe

Leu

Glu

Leu

145

Ser

Asp

Leu

His

Lys

AsSn

Leu

Ala

Val

Tyr
130

Ala

Leu

Leu Pro

Ala Gln

20
Asp Phe
35

Ala Glu

Leu Phe

Glu Lys

Cys Val

100

ASp Ser

115

Leu Thr

Glu Ile

Arg Ser

Gln

Thr His

Met Arg Arg

Ala

Ber

Phe

Met

Ile

Glu

Met

Lys

165

Phe Pro

Ile Ber

55
Thr Lys
70

Tyr Ile

Gln Glu

Leu Ala

Lys Lys

135
Arg Ser
150

Glu

Ser

Ile

Gln

40

val

Asp

Glu

val

val

120

Tyr

Phe

Leu

Ber

Glu

Leu

Ser

Leu

Gly

105

Ber

Ber

Gly

10

Leu

Glu

Hie

Ser

Phe

Val

Lys

Pro

Phe

His Arg

Phe Ser

Alu Met

60
Ala Ala
75

Gln Qln

Glu Glu

Cys Ala
140
Ser Thr

155

Arg Thr

Cys Leu

30
Gly Asn
45

Met Gln

Met Asn

Thr Pro

110

Gln Arg
125

Trp Glu

Asn Leu

Met
15

Lys

Hise

Gln

Alu

Asp

Leu

Ile

val

Gln

Met

Asp

Phe

Leu

Met

Thr

val

alu

160
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<210> 6

<211> 166

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

298

<223> Construccidén sintética l4epill

<400> 6

Cys Asp

Leu Leu

Arg Hig

Gln Lys

50

Phe Aan

65

Leu Leu

Glu Ala

Asn Val

Leu Tyr
130

Arg Ala

Leu

Ala

Asp

3s

Ala

Leu

Glu

Cys

Asp

115

Leu

Glu

Pro

Gln

Phe

Gln

Phe

Lys

Val

100

Ser

Ile

Gln

Thr

His

Met Arg Arg

Ala

Ser

Phe

85

Met

Ile

Glu

Met

Fhe

Ile

Thr

70

Gln

Leu

Lys

Arg

Pro

BSer

Lys

Ile

Alu

Ala

Lys

135

Ser

Ser

Ile

Gln

410

Ala

Asp

dlu

val

val

120

Phe

Leu

Ser

Qlu

Phe

Ser

Leu

aly

105

Ser

Ser

aly

10

Leu

Glu

Hie

Ber

Phe

90

Val

Lys

Pro

Phe

His Arg

Phe Ser

Phe Asp

Glu Met

15

Gln Gln

Glu Glu

Tyr Phe

Cye Ala

140

Ser Thr

Arg

Cys

Gly

45

Met

Trp

Met

Thr

Gln

125

Asn

Thr

Leu

30

Aan

Gln

Asp

Asn

Pro

110

Glu

Leu

Met

15

Lys

His

Gln

3lu

Asp

95

Ile

Val

Gln

Mat

Asp

Phe

Thr

Thr

Leu

Met

Thr

val

alu
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145

150

Ber Leu Arg Ber Lys Glu

<210> 7

<211> 166

<212> PRT

165

<213> Becuencla artificial

<220>»

298
155

<223> Construcclén eintética l4epil2d

<400> 7

Cys Aap

Leu Leu

Arg His

Gln Lys

50
Fhe Asn
65

Leu Leu

Glu Ala

Asn Val

Leu

Ala

Asp

as

val

Glu

Asp

115

Pro

aln

Phe

Gln

Phe

Lys

val

100

Ber

Gln Thr His

Ala Ile Phe
L1
Ser Thr Lys
70
Phe Tyr Ile
85

Met Gln Glu

Ile Leu Ala

Ser

Ile

Gln

40

Leu

Asp

3lu

val

val

120

Leu Gly Hig
10

Ser Leu Phe

a5

Glu Glu Phe

Phe Tyr Glu

Ser Ber Ala
75
Leu Phe Gln
90
Gly val Glu

105

Arg Lys Tyr

Arg

Ser

Asp

Met

Ala

Gln

Glu

Phe

Arg Thr

Cys Leu

ao
Gly Asn
45

Met Gin

Trp Asp

Met Asn

Thr Pro
110

Gln Arg
125

Met

15

Lys

His

Gln

Glu

Asp

Leu

Ile

160

Met

Asp

Leu

Thr
80

Leu

340
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3‘\

300 '5

Leu Tyr Leu Thr Glu Lys Lys Tyr Ser Pro Cys Ala Trp Glu Val Val
1310 135 140

Arg Ala Glu Ile Met Arg Ser Phe Ser Phe Ser Thr Asn Leu Gln Asp

145 150 155 160

Ber Leu Arg Ser Lys Glu

165

<210> 8
<211> 166
<212> PRT

<213> Secuencla artificial

<220>

<223> Construccidn sintética l4epili

<400> B

Cys Asp Leu Pro Gln Thr His Ser Leu Gly His Arg Arg Thr Met Met
1 -] 10 15

Leu Leu Ala Gln Met Arg Arg Ile Ser Leu Phe Ber Cys Leu Lys Asp

a0 a5 30
Arqg His Asp Phe Arg Phe Pro Gln Glu Glu Phe Asp Gly Asn Gln Phe
35 40 45
Gln Lys Val Gln Ala Ile Phe Leu Phe Tyr Glu Met Met Gln Gln Thr
50 55 60

Phe Asn Leu Phe Ser Thr Lys Asp Ser Ser Ala Ala Trp Asp Glu Thr

65 70 75 80

Leu Leu Glu Lys Phe Tyr Ile Glu Leu Phe Gln Gln Met Asn Asp Leu

85 90 85

Glu Ala Cys Val Met Gln Glu Val Gly Val Glu Glu Thr Pro Leu Met
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100 105

301
110

Asn Val Asp Ber Ile Leu Ala Val Arg Lys Tyr Phe Gln Arg Ile Thr

115 120

125

Leu Tyr Leu Thr Glu Lys Lys Tyr Ser Pro Cys Ala Trp Glu Val Val

130

135

140

Arg Ala Glu Ile Met Arg Ser Phe Ser Phe Ser Thr Asn Leu Gln Glu

145 150

Ser Leu Arg Ser Lys Glu
165

<210> 9

<211> 166

<212> PRT

<213> Secuencla artificial

<220>»

<223> Construccién sintética l4epilsd

<400> 9

Cys Asp

Leu Leu

Arg His

Gln Lys
50
Phe ABn

Leu Pro Oln Thr Hie Ser Leu
5
Ala Gln Met Arg Arg Ile Ser
20 25
Agp Phe Arg Phe Pro Gln Glu
as 40
Val Gln Ala Ile Phe Leu Phe
55
Leu Phe Ser Thr Lys Asp Ser

70

155 160

Gly His Arg Arg Thr Met Met
1o 15
I.eu Phe Ser Cys Leu Lys Asp
30
Glu Phe Asp Gly Asn His Phe
45
Tyr Glu Met Ile Gln Gln Thr
60
Ber Ala Ala Trp Asp Glu Thr

75 80

344
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302

Leu Leu Glu Lys Phe Tyr Ile Glu Leu Phe Gln Gla Met Asn Asp Leu

85 920 85
Glu Ala Cys Val Met Gln Glu Val 4dly Val Glu Glu Thr Pro Leu Met
100 105 110
Asn Val Asp Ser Ile Leu Ala Val Arg Lye Tyr Phe Gln Arg Ile Thr
115 120 125
Leu Tyr Leu Thr Qlu Lys Lys Tyr Ser Pro Cys Ala Trp Glu Val Val
130 135 140
Arg Ala Glu Ile Met Arg Ser Phe Ser Phe Ser Thr Asn Leu Glmn Glu
145 150 155 160
Ber Leu Arg Ser Lys Glu

165

<210> 10
<211> 166
<3212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

«2231> Conetruccién sintética l4epils

<400> 10
Cys Asp Leu Pro Gln Thr His Ser Leu Gly His Arg Arg Thr Met Met
1 5 10 15
Leu Leu Ala Gln Met Arg Arg Ile Ser Leu Phe Ser Cya Leu Lys Asp
20 25 a0
Arg Hies Asp Phe Arg Phe Pro Gln Glu Glu Phe Asp Gly Asn His Leu
35 40 45

Gln Lys Val Gln Ala Ile Phe Leu Phe Tyr Glu Met Met Gln Gln Thr

)
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303
50 55 60

Phe Asn Leu Phe Ser Thr Lys Asp Ser Ser Ala Ala Trp Asp Glu Thr
65 70 75 _ 80
Leu Leu Glu Lys Phe Tyr Ile Glu Leu Phe Gln Gln Met Asn Asp Leu
85 920 95
Glu Ala Cys Val Met Gln Glu Val Gly Val Glu Glu Thr Pro Leu Met
100 105 110
Asn Val Asp Ser Ile Leu Ala Val Arg Lys Tyr Phe Gln Arg Ile Thr
115 120 125
Leu Tyr Leu Thr Glu Lys Lys Tyr Ser Pro Cys Ala Trp Glu Val Val
130 135 140

Arg Ala Glu Ile Met Arg Ser Phe Ser Phe Ser Thr Asn Leu Gln Glu
145 150 155 160
Ser Leu Ary Ber Lys Glu

165

<210> 11
<211> 166
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética 1l4eplié

<400> 11

Cys Asp Leu Pro Gln Thr His Ser Leu Gly His Arg Arg Thr Met Met
1l 5 10 15

Leu Leu Ala Gln Met Arg Arg Ile Ser Leu Phe Ser Cys Leu Lys Asp

20 25 30
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Arg

dln

Phe

65

Glu

145

Ser

<210> 12

His

Lys

Asn

Leu

Ala

val

130

Leu

Asp

as

Val

Leu

Qlu

Cys

Asp

115

Leu

Glu

<211> 166

<212> PRT

Phe

Gln

Phe

Lya

val

100

Ser

Thr

Ile

Ser

Ala

Ser

Phe

Met

Ile

Glu

Met

Lys
165

Phe Pro

Ile Ala

55
Thr Lys
70

Tyr Ile

3ln Glu

Leu Ala

Lys Lys

135
Arg Ser
150

Glu

<213> Secuencla artificilal

<220>

<223> Construccidén eintética 1l4epil?

<400> 12

Gln

40

Leu

Asp

Glu

val

val

120

TYr

Phe

Glu

Phe

Ser

Leu

304

alu

Tyr

Ber

Phe

20

Gly val

105

Arg

Ser

Ser

Lys

Pro

Phe

Phe

Glu

Ala

75

Gln

Glu

Cys

Ser

155

Asp

Met

Gln

Glu

Phe

Alma

140

Gly Asn
45

Met Gln

Trp Asp

Met Asn

Thr Pro

110

Gln Arg
125

Trp Glu

Asn Leu

Hie

aln

dlu

Asp

Leu

Ile

Vval

aln

Leu

Thr

Thr

Leu

Met

Thr

val

alu

160

Cys Asp Leu Pro Gln Thr His Ser Leu Gly His Arg Arg Thr Met Met



10

15

20

25

30

Gln

Phe

65

Leu

Glu

Leu

145

Ser

<210> 13

His

Lye

50

Leu

Ala

val

130

Ala

Ala

Asp
35

val

Glu

Asp
115

Leu

Glu

<211> 166

<212> PRT

Gln

40

Phe

aln

Phe

Lys

Val

100

Ser

Thr

Ile

Ber

Met Arg Arg

Arg

Ala

Ser

Phe

Met

Ile

Glu

Met

Lys

165

Phe

Ile

Thr

70

aln

Leu

Lys

Arg
150

Glu

Ber

Lys

Ile

Glu

Ala

Lys
135

Ser

<213> Becuencla artificlal

<220>

«<223> Construccién sintética l4epils

Ile

Gln

40

Leu

Asp

Glu

val

val

120

Phe

Ser

Glu

Phe

Ser

Gly

105

Ser

Ser

305
10

Leu Phe

Glu Phe

Tyr Glu

Ser Ala

75
Phe Gln
920

Val Glu

Lys Tyr

Pra Cys

Phe Ser

155

Ser

Asp

Met

Ala

Gln

Glu

Phe

Ala

140

Thr

Cye

Gly

45

Met

Met

Gln

125

TIp

Asn

Leu

30

Asn

aln

Asp

Asn

Pro

ll10

Glu

Leu

15

Lys

His

gln

Glu

Asp

Leu

Ile

val

Gln

Asp

Leu

Thr

Leu

Met

Thr

val

Glu

160



10

15

20

25

30

<400> 13
Cys Asp
1

Leu Leu

Arg His

Gln Lys

50
Phe Asn
65

Leu Leu

Glu Ala

Agn Val

130

Arg Ala

145

Ser Leu

<210> 14

Leu

Ala

Asp

k1

val

Glu

Asp
115

Leu

Glu

<211> 166

<212> PRT

Pro

Gln

Phe

Gln

Phe

Lys

Val

100

Ser

Thr

Ile

Ser

Gln Thr His

Met Arg Arg

Ber

Phe

Met

Ile

Glu

Met

Lys

165

Phe

Ile

70

Tyr

Gln

Leu

Lys

150

Glu

Pro

Phe

55

Lys

Ile

Glu

Ala

Lys

135

Ser

<213> Secuencia artificial

Ser

Ile

Gln

40

Leu

Asp

Glu

val

val

120

Phe

Leu

Ser

a5

Glu

Phe

Ser

Gly

105

Ser

Ser

306

Gly

190

Leu

3lu

Tyr

Ber

val

Lys

Pro

Phe

His Arg Arg Thr

Phe

Phe

alu

Ala

75

aln

Glu

Ser

155

Ber
Asp
Met
60

Ala

aln

Glu

Ala
140

Thr

Cys

aly

Met

Trp

Met

Thr

Ggln

125

Trp

Asn

Leu

30

Asn

Gln

Asp

Asn

Pro

110

Glu

Leu

Met

15

Lys

His

Gln

@Glu

Asp

Leu

Ile

Val

Gln

Met

Asp

Ala

Leu

Met

val

alu

160
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15

20

25

30

<220>

<223> Construccién sintética l4epil®

«<400> 14

Cys Asp Leu

1

Leu

Gln

Phe

65

Leu

3lu

Leu

145

Ser

Leu

Hie

Lys

50

Asn

Ala

val

130

Ala

Leu

Ala

Asp

a5

Val

Leu

Glu

Cys

Asp

115

Leu

Glu

<210> 15

Pro

Gln

Phe

Gln

Phe

Lys

Val

100

Ser

Thr

Ile

Ser

Gln

Met

Ala

Ser

Phe

Met

Ile

Glu

Met

Lys

165

Thr

Arg

Phe

Ile

70

Gln

Leu

Lys

150

Glu

His

Arg

Pro

Ala

Lys

Ile

Glu

Ala

Lys

135

Ser

Ser

Ile

Gln

40

Leu

Asp

Glu

Val

Val

120

Phe

Ser

25

Glu

Phe

Ser

Leu

Gly

105

Her

Ber

307

Gly

1o

Glu

Ber

Phe

Val

Lys

Pro

Phe

His Arg Arg Thr

Phe

Phe

@Glu

Ala

75

Gln

Glu

Ser

155

Ser

Asp

Met

Ala

Gln

Alu

Phe

Ala

140

Thr

Gly
45

Met

Trp

Met

Gln

125

Trp

Asn

Leu

k1]

Asn

Gln

Asp

Agn

Pro

110

Glu

Leu

Met

15

Lys

His

aln

alu

Asp

Ile

Vval

aln

Met

Asp

Ala

Thr

Thr

Leu

Met

Thr

val

Glu

160
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15

20

25
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<211> 166

<212> PRT

<213> Secuencila artificial

<220>

308

<223> Construccitn sintética l4epi2o0

<400> 15

Cys Asp Leu

1

Leu

Arg

Gln

Phe

65

Glu

Asn

Leu

Arg
145

Ser

Leu

His

Lys

Leu

Ala

val

130

Ala

Ala

Asp

35

Val

Leu

Glu

Asp
115

Leu

Glu

Pro

Gln

29

Phe

aln

Phe

Lys

Val

100

Ser

Ile

Ser

Gln

Met

Ala

Ber

Phe

Met

Ile

Glu

Met

Lys

165

Thrx

Arg

Phe

Ile

70

Gln

Leu

Lys

150

Jlu

His

Arg

Pro

Ser

Lys

Ile

Glu

Ala

Ly®s

135

Ser

Ser

Ile

Gln

40

Asp

Glu

val

val

120

Phe

Leu Qly

10
Ber Leu
25

Glu Glu

Phe Tyr

Ser Ber

Leu Phe
90
Gly Val

105

Arg Lys

B8er Pro

Ser Phe

His Arg Arg Thr

Phe

Phe

Glu

Ala

75

Gln

alu

Ser

155

Ber

Met

Ala

Gln

dlu

Phe

Ala

140

Thr

Gly
45

Met

Trp

Met

Thr

aln

1a5

Asn

Leu

30

Asn

Gln

Asp

Asn

Pro

110

Glu

Leu

Met

15

Lys

His

Gln

alu

Asp

Leu

Ile

val

Gln

Met

Asp

Ala

Thr
a0

Leu

Met

val

Glu

160
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15

20

25

30

<210> 16
<211> 166

<213> PRT

<213> Secuencla artificial

<220>

309

<223> Construccidén sintética l4epial

<400> 16
Cys Asp Leu
1

Leu Leu Ala

Arg His Asp
as
Oln Lys Val
50
Phe Asn Leu
65

Leu Leu Glu

Glu Ala Cys

Asn Val Asp

115

Leu Tyr Leu
130

Arg Ala Glu

Pro

Gln

Phe

Gln

Phe

Lys

val

100

Ser

Thr

Ile

Gln Thr
5

Met Arg

Arg Phe

Ala Ile

Ser Thr

70

Phe Tyr

Met Gln

Ile Leu

Glu Lys

Met Arg

Hise

Arg

Pro

Lyn

Ile

Glu

Ala

Lys

135

Ser

Ber

Ile

Gln

40

Leu

Asp

alu

val

val

120

Phe

Leu

Ser

Glu

Ser

Leu

Gly

105

Ser

Ber

Gly
10

Leu

Glu

Ber

Phe

90

Val

Lys

Pro

Phe

His Arg Arg Thr

Phe

Phe

Glu

Ala

75

Gln

Glu

Tyr

Ser

Ser

Asp

Met

Ala

Gln

Glu

Phe

Ala

140

Thr

Cys

Gly

415

Met

Trp

Met

Thr

Gln

125

Trp

Asn

Leu

30

ABn

Gln

Asp

Asn

Pro

110

Glu

Leu

Met

15

Lys

His

Gln

alu

ABp

Leu

Ile

val

Gln

Met

Asp

Thr

Leu

Met

Thr

val

Glu
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15

20

25

30

145

150

Ser Leu Arg Ser Lys Glu

<210> 17

<211> 166

<212> PRT

165

<213> Becuencla artificial

<220>

310

«<223> Construcclén sintética liepi2a

«400> 17

Cys Asp
1

Leu Leu

Arg His

aln Lys

50
Phe Asn
65

Leu Leu

Glu Ala

Asn Val

Leu

Ala

Asp

as

val

Leu

Glu

Cya

Asp

115

Pro

Gln

Phe

Gln

Phe

Lys

val

100

Ser

3ln

Met

Ala

Ser

Phe

Met

Ile

Phe

Ile

70

Gln

Leu

His

Pro

Ser

Lys

Ile

Glu

Ala

Ber

Ile

a3ln

40

Leu

Asp

Glu

Val

Val

120

Leu Gly

1o
Ser Leu
a5

3lu Glu

Phe Tyr

Ber SBer

Leu Phe
90
Gly Vval

105

Arg Lys

155

His Arg

Phe Ser

Phe Asp

Glu Met

Ala Ala

75

Gln Gln

Glu Glu

Tyr Phe

Arg Thr

Cys Leu

o
Gly Asn
45

Met Gln

Trp Asp

Met Asn

Thr Pro
110

Gln Arg
125

15

Lys

His

Gln

Glu

Asp

95

Leu

Ile

le0

Met

Asp

Phe

Met
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15

20

25

30

130

135

311
Leu Tyr Leu Thr Glu Lys Lys Tyr Ser Pro Cys Ala Trp Glu Val Val

140

Arg Ala Glu Ile Met Arg Ser Phe Ser Phe Ser Thr Asn Leu Gln Glu

145

150

Ser Leu Arg Ser Lys Glu

<210> 18

<211> 166

<212> PRT

165

<213> Secuencila artificial

<220>

<223> Construccién sintética l4epia3

<400> 18

Cys Asp
1

Leu Lau

Arg His

Gln Lys

50
Phe Asn
65

Leu Leu

Glu Ala

Leu Pro

Ala Gln

Asp Phe

a5

Val Gln

Leu Phe

Glu Lys

Cys Val

Gln

Met

Ala

Ser

Phe

Met

Thr

His

Arg Arg

Phe

Ile

70

Tyr

Gln

Pro

Ser

Lys

Ile

Glu

Ser

Ile

Gln

40

Leu

Asp

alu

val

Leu Gly

10
Ser Leu
25

Glu Glu

Phe Tyr

Ser Ser

Leu Phe

Gly val

155

His Arg Arg

Phe Ser Cys

Phe Asp Gly
45
Glu Met Met
60
Ala Ala Trp
75

Gln Gln Met

Glu Glu Thr

Thr

Leu

30

Asn

Gln

Asp

Asn

Pro

Met

15

Lys

His

Gln

Glu

Asp

Ala

160

Met

Asp

Ala

Thr
80

Leu

Met
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15

20

25

30

Asn Val Asp

115

312
100 105 110

Ser Ile Leu Ala Val Arg Lys Tyr Phe Gln Arg Ile Thr

120 128

Leu Tyr Leu Thr Glu Lys Lys Tyr Ber Pro Cys Ala Trp Glu Val Val

130

135 140

Arg Ala Glu Ile Met Arg Ser Phe Ser Phe Ser Thr Asn Leu Gln Glu

145

150 155 160

Ser Leu Arg Ber Lys Glu

<210> 19
«211> 166

<212> PRT

165

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccidén sintética l4epiz4

<400> 19
Cys Asp Leu
1

Leu Leu Ala

Arg His Asp
as
Gln Lys Val
50
Phe Asn Leu

Pro Gln Thr His fier Leu Gly His Arg Arg Thr Met Met
5 10 15
Gln Met Arg Arg Ile Ser Leu Phe Ber Cys Leu Lys Asp
20 25 30
Phe Arg Phe Pro Gln Glu Glu Fhe Asp Gly Asn His Ala
40 45
Gln Ala Ile Ser Leu Phe Tyr Glu Met Met Gln Gln Thr
55 60
Phe Ser Thr Lys Asp Ser Ser Ala Ala Trp Asp Glu Thr

70 75 80



10

16

20

25

30

313
Leu Leu Glu Lys Phe Tyr Ile Glu Leu Phe Gln Gln Met Asn Asp Leu

85 90 95

Glu Ala Cys Val Met Gln Glu Val GQly Val Glu Glu Thr Pro Leu Met
100 105 110
Lys Glu Asp Ser Ile Leu Ala Val Arg Lys Tyr Phe Gln Arg Ile Thr
115 120 125
Leu Tyr Leu Thr Glu Lys Lys Tyr Ser Pro Cys Ala Trp Glu Val Val
130 135 140
Arg Ala Glu Ile Met Arg Ser Phe Ser Phe Ser Thr Asn Leu Gln Glu
145 150 155 160
SBer Leu Arg Ser Lys Glu

165

<210> 20
<211> 166
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

«220>

<223> Construcciém sintética l4epi2s

<400> 20
Cys Asp Leu Pro Gln Thr His Ser Leu Gly His Arg Arg Thr Met Met
1l 5 10 15
Leu Leu Ala Gln Met Arg Arg Ile Ber Leu Phe SBer Cys Leu Lys Asp
20 a5 30
Arg His Asp Phe Arg Phe Pro Gln Glu Olu Phe Asp Gly Asn His Leu
35 40 45

Gln Lys Val Gln Ala Ile Ser Leu Phe Tyr Glu Met Met Gln Gln Thr



10

15

20

25

30

314
50 55 60

Phe Asn Leu Phe Ber Thr Lys Asp Ser Ser Ala Ala Trp Asp Glu Thr
65 70 75 ao
Leu Leu Glu Lys Phe Tyr Ile Glu Leu Phe 4ln Gln Met Asn Asp Leu
85 90 95
Glu Ala Cys Val Met Gln @Glu Val Gly Val Glu Glu Thr Pro Ala Met
100 105 110
Asn Val Asp Ser Ile Leu Ala Val Arg Lys Tyr Phe Gln Arg Ile Thr
115 120 125
Leu Tyr Leu Thr Glu Lys Lys Tyr Ser Pro Cys Ala Trp Glu Val Val
130 135 140

Arg Ala Glu Ile Met Arg Ser Phe Ser Phe Ser Thr Asn Leu Gln Glu
145 150 155 160
Ser Leu Arg Ser Lys Glu

165

<210> 21
<211> 166
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Conmstruccién sintética 1l4epi2é

<400> 21

Cys Asp Leu Pro Oln Thr His Ser Leu Gly Hie Arg Arg Thr Met Met
1l 5 10 15

Leu Leu Ala Gln Met Arg Arg Ile Ser Leu Phe BSer Cys Leu Lys Asp

20 25 a0



10

15

20

25

30

Arg

Gln

Phe

65

Leu

Glu

Lys

Leu

145

Ser

<210> 22

His

Lys

50

Leu

Ala

Glu

130

Ala

Leu

Asp Phe

35

Val Gln

Leu Phe

Glu Lys

Cys val

100

Asp Ser

115

Glu Ile

Arg Ser

<211> 166

<212> PRT

Ala

Ber

Phe

Met

Ile

Glu

Phe

Ile

70

Gln

Leu

Lys

Pro

Ser

Lys

Ile

Glu

Ala

Lys

135

Met Arg Ser

Lys

165

150

Glu

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

40

Len

Asp

Glu

val

val

120

Phe

315

Glu Glu

Phe Tyr

Ser Ser

Leu Phe

20

Gly val

105

Axrg Lys

Ser Pro

Ser Phe

<223> Construccién sintética l4epi2?

<400> 22

Phe

alu

Ala

75

Gln

dlu

Tyr

Ber

155

Asp

Met

60

Ala

aln

Glu

Phe

Ala

140

Thr

aly
45

Met

Trp

Met

Thr

Gln
125

Trp

Asn

Asn

Gln

Asp

Asn

Pro

110

Glu

Leu

His

Gln

3lu

Asp

Ile

val

Gln

Leu

Met

val

Glu

160

Cys Asp Leu Pro Gln Thr His Ser Leu Gly His Arg Arg Thr Met Met
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15

20

25

30

Leu

Gln

Ala

Leu

Glu

Leu

145

Ser

<210> 23

Leu

His

Lys

Asn

Leu

Ala

val

130

Leu

Ala

Asp

35

Val

Leu

Glu

Asp
115

Leu

3lu

<211> 166

<212> PRT

Gln

Phe

Gln

Phe

Lys

val

100

Ser

Thr

Ile

Ber

Met Arg Arg

Ala

Ber

Phe

Met

Ile

Glu

Met

Lys
165

Phe

Ile

Thr
70

Tyr

Gln

Leu

Lys

Arg
150

Glu

Pro

Ser

Lys

Ile

Glu

Ala

Lys

135

Ser

«213> Secuencia artificial

<320>

<223> Construccién sintética l4epis

Ile

Gln

Leu

Asp

alu

val

val
120

Tyr

Phe

Serx

alu

Phe

fer

Leu

Gly

105

Ber

Ser

316

10

Leu

Glu

Tyr

Ser

Phe

val

Lys

Pro

Phe

Phe

Phe

Glu

Ala

78

Gln

Glu

Cys

Ser

155

Ber

Asp

Met

Ala

dln

Glu

Phe

Ala

140

Thr

Gly
45

Met

Trp

Met

Thr

Gln

125

Trp

Asn

Leu

3o

Asn

Gln

Asp

Asn

Pro

110

Glu

Leu

15

Lys

His

Gln

Glu

Asp

Ile

Val

Gln

Asp

Ala

Thr

Thr

Leu

Met

Thr

Val

Glu

160
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15

20
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<400> 23

Cys Asp Leu

1

Leu

Gln

Ala

Leu

Glu

Lys

Leu

145

Ser

Leu

His

Lys

50

Asn

Leu

Ala

Glu

Leu

Asp

35

val

Leu

Alu

Cys

Asp

115

Leu

Glu

<210> 24

<211> 166

«212> PRT

Pro Gln

Gln Met

20
Phe Arg

Gln Ala

Phe Ser

Lys Phe

Val Met

100

Ser Ile

Thr Glu

Ile Met

Ser Lys

165

Thr His

Arg Arg

Phe Pro

Ile Ser

55
Thr Lys
70

Tyr Ile

Gln Glu

Leu Ala

Lys Lys

135
Arg Ser
150

Glu

<213> Becuencia arctificlal

Ser

Ile

Gln

40

Asp

Glu

val

val

120

Phe

Leu

Ber

Glu

Phe

Ser

Gly

105

Ser

Ser

317

Gly
10

Leu

Glu

Ser

Phe

Val

Lys

Pro

Phe

His Arg

Phe Ser

Phe Asp

Glu Met

60
Ala Ala
75

Gln Gln

Glu Glu

Tyr Phe

Cys Ala
140

S8er Thr

155

Arg Thr

30
Gly Asn
45

Met Gln

Met Asn

Thr Pro

110
Gln Arg
125

Trp Glu

Asn Leu

Met

15

Lys

His

Gln

Glu

Asp

Leu

Ile

Val

Gln

Met

Asp

Ala

Thr

Thrx

Leu

Met

Thr

val

alu

160
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15

20
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30

<220>

318

«<223> Construccidn sintética l4epiz9

<400> 24

Cys Asp Leu Pro

Leu Leu

Arg His

Gln Lys

Ala Asn

65

Leu Leu

Glu Ala

Asn Val

Leu Tyr

1340

145

Ser Leu

<210> 25

Ala

Asp

35

val

Leu

Glu

Cys

Asp

115

Leu

Glu

Gln

Gln

Phe

Lys

val

100

Ber

Thr

Ile

Ser

aln

Met

Ala

Ser

Phe

Met

Ile

Glu

Met

Lys

165

Thr His

Arg Arg

Phe Pro

Ile Ser

55
Thr Lys
70

Tyr Ile

Gln Glu

Leu Ala

Lys Lys

135
Arg Ser
150

Glu

Ser

Ile

Gln

40

Asp

Glu

Val

Val

120

Phe

Leu

Ber

Glu

Phe

Ber

Leu

aly

105

Ser

Ber

Gly

10

Leu

Glu

Tyr

Ser

FPhe

S0

val

Lys

Pro

Phe

Hig

Phe

Phe

Glu

Ala

75

Gln

Glu

Ber

1585

Arg Arg Thr

Ser

Met

Ala

Gln

Glu

Phe

Ala

140

Thr

Cys

Gly

45

Met

Trp

Met

Thr

@ln

135

Trp

Asn

o

Asn

Gln

Asp

Asn

Pro

110

Glu

Leu

Met

15

Lys

His

Gln

Glu

Asp

Leu

Ile

val

Gln

Met

Asp

Ala

Thr

Thr

Leu

Met

Val

Glu

160
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<211l> 166

<212> PRT

<213> Becuencla artificial

<220>

<223> Conetruccién sintética 1l4epilo

<400> 25

Cys Asp Leu

1

Leu

Gln

Phe

Leu

Glu

Leu

145

Ser

His

Lys

50

Asn

Leu

Ala

val

130

Ala

Asp

a5

val

Leu

Glu

Asp
115

Leu

Glu

Pro

Gln

Phe

Gln

Phe

Lys

Vval

100

Ser

Ile

Ser

Gln Thr His

Met

Ala

Ser

Phe

Met

Ile

Glu

Met

Lys

165

Arg

Phe

Ile

70

Gln

Leu

Lys

150

Glu

Arg

Pro

Ala
55

Lys

Ile

Glu

Ala

Lya

135

Ber

Ser

Ile

aln

40

Leu

Asp

alu

Val

Vval

120

Phe

Leun

Ser

Glu

Phe

Ser

Leu

Gly

105

Ser

Ser

319

aly
10

Leu

Glu

Ser

Phe

val

Lys

Pro

Phe

His Arg Arg Thr

Phe

Phe

Glu

Ala

75

Gln

Glu

Ber

155

Ser

Met

60

Ala

Gln

Glu

Phe

140

Thr

Gly
415

Met

Trp

Met

Gln

125

Asn

Leu

ao

Asn

aln

Asp

Asn

Pro

110

Glu

Leu

Met

15

Lys

His

Gln

Glu

Asp

95

Ala

Ile

Val

Gln

Met

Asp

Ala

Thr

Leu

Met

Val

Glu

160



10

16

20

25

30

<210> 26

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

320

<223> Construcclén sintética l4epi3l

<400> 26

Cys Asp
1

Leu Leu

Arg Hise

Gln Lys

50
Phe Asn
&5

Leu Leu

Glu Ala

Lys Glu

Leu Tyr
130

Arg Ala

Leu

Ala

Asp

35

Val

Leu

Glu

Asp

115

Glu

Pro

Gln

Fhe

aGln

Phe

Lys

Val

100

Ser

Thr

Ile

QGln

Met

Ala

Ber

Phe

Met

Ile

Glu

Met

Thr His

Arg Arg

Phe Pro

Ile Ala

55

Thr Lys

Tyr Ile

Gln Glu

Lys Lys
135

Arg Ser

Ser

Ile

Gln

40

Leu

Asp

Glu

val

val

120

Phe

Ber

Glu

Phe

Ber

Leu

Gly

105

Ser

Ser

Gly

16

Leu

Glu

Tyr

Ser

Phe

80

Val

Lys

Phe

Him

Phe

Phe

Glu

75

aln

Alu

Ser

Arg

Ser

Asp

Met

Ala

Gln

Qdlu

Phe

Ala

140

Thr

Arg

Cys

Qly

45

Met

Trp

Met

Thr

Gln

125

Tzp

Asn

Leu

30

Asn

Gln

Asp

Asn

Pro

110

Glu

Met

15

Lys

Hie

Gln

Glu

Asp

Ile

val

Gln

Met

Asp

Thr

Leu

Met

val

Glu



10

15

20

25

30

145

150

Ser Leu Arg Ser Lys Glu

<210> 27

<211> 16

<212> PRT

165

<213> SBecuencia artificial

<220>

<223> Construccidén sintética l1l4epii2

<400> 27
Cys Asp
1

Leu Leu

Arg His

Gln Lys

Phe Asn

65

Leu Leu

Glu Ala

Lys Glu

Leu

Asp
35

Val

Leu

Glu

Asp

115

Pro

Gln

Phe

Pro

Phe

Lys

s Val

100

Ser

Gln

Met

Ser

Phe

Met

Ile

Thr His

Arg Arg

Phe Pro

Ile Ser

55
Thr Lys
70

Tyr Ile

Gln Glu

Leu Ala

Ser

Ile

Gln

40

Leu

Aap

Glu

Val

val

120

Leu

Ser

25

Glu

Phe

Ber

Leu

Gly
105

Arg

321

Gly

10

Leu

Glu

Tyr

Ber

Phe

val

Lys

155

His Arg Arg Thr

Phe Ser

Phe Asp

Glu Met

60

Ala Ala

75

Gln Gln

Glu Glu

Tyr Phe

Cys Leu

30
Gly Asn
45

Met Gln

Met Asn

Thr Pro
110

Gln Arg
125

Met

15

Lys

Eis

Gln

Glu

Asp

Leu

Ile

160

Met

Asp

Leu

Thr

Thr

Leu

Met

Thr



10

15

20

25

30

322

Leu Tyr Leu Thr Glu Lys Lys Tyr Ser Pro Cys Ala Trp Glu Val Val

130

135

140

Arg Ala Glu Ile Met Arg Ser Phe Ser Phe Ser Thr Asn Leu Gln Glu

145

150

Ser Leu Arg Ser Lys Glu

<210> 28
<211> 166

<212> PRT

165

«213> Secuencia artificial

<220>

155

<223> Construccién sintética l4epili

<400> 28
Cys Aap Leu
1

Leu Leu Ala

Arg His Asp
35
Gln Lys Val
50
Phe Asn Leu
65

Leu Leu QGlu

Glu Ala Cys

Pro

Gln

20

Phe

Pro

Lys

Val

AGln Thr Hise
5
Met Arg Arg

Arg Phe Pro

Ala Ile Ser
55
Ber Thr Lys
70
Phe Tyr Ile
85

Met Gln Glu

Ser

Ile

aln

40

Leu

Asp

Glu

val

Leu

Ber

a5

alu

Phe

Ser

Leu

Gly

Gly His Arg
1o

Leu Phe Ser

@Glu Phe Asp

Tyr Glu Met
60
Ser Ala Ala
75
Phe Gln Gln
90

Val Glu Glu

Arg Thr

Cys Leu
30

Gly Asn

45

Met Gln

Trp Asp

Met Asn

Thr Pro

Met

15

Lys

Hise

Gln

Glu

Asp

Leu

160

Met

Asp

Phe

Thr

eo

Leu

Met



10

15

20

25

30

323
100 105

110

Lys Glu Asp Ser Ile Leu Ala Val Arg Lys Tyr Phe Gln Arg Ile Thr

115 120

1a5

Leu Tyr Leu Thr Glu Lys Lys Tyr Ser Pro Cys Ala Trp Glu Val Val

130 135

140

Arg Ala Glu Ile Met Arg Ser Phe Ser Phe Ger Thr Asn Leu Glan Glu

145 150 155
Ser Leu Arg Ser Lys Glu

165

<210> 29
<211> 166
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccifn sintética l4eplisd

<400> 29

160

Cys Asp Leu Pro Gln Thr His Ser Leu Gly His Arg Arg Thr Met Met

1 5 10

15

Leu Leu Ala Gln Met Arg Arg Ile Ser Leu Phe Ber Cys Leu Lys Asp

30

Arg His Asp Phe Arg Phe Pro Gln Glu Glu Phe Asp Gly Asn Hie Phe

a5 40

45

Gln Lys Val Pro Ala Ile Ser Leu Phe Tyr Glu Met Met Gln Gln Thr

60

Phe Asn Leu Phe Ser Thr Lys Asp Ser Ser Ala Ala Trp Asp Glu Thr

65 70 75

80



10

15

20

25

30

324
Leu Leu Glu Lys Phe Tyr Ile Glu Leu Phe Gln Gln Met Asn Asp Leu

85 90 95

Glu Ala Cys Val Met Gln Glu Val Gly Val Glu Glu Thr Pro Leu Met
100 105 110
Asn Glu Asp Ser Ile Leu Ala Val Arg Lys Tyr Phe Gln Arg Ile Thr
115 120 125
L.eu Tyr Leu Thr Glu Lys Lys Tyr Ser Pro Cys Ala Trp Glu Val val
130 135 140
Arg Ala Glu Ile Met Arg Ser Phe Ser Phe Ser Thr Asn Leu Gln Glu
145 150 158 160
Ser Leu Arg Ser Lys Glu

165

<210> 30
<211> 166
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccidn sintética 1l4eplis

<400> 30
Cys Asp Leu Pro Gln Thr His Ser Leu Gly Hies Arg Arg Thr Met Met
1 5 1o 15
Leu Leu Ala Gln Met Arg Arg Ile Ser Leu Phe Ser Cys Leu Lys Asp
20 25 30
Arg His Asp Phe Arg Phe Pro Gln Glu Glu Phe Asp Gly Asn His Leu
3as 40 45

Gln Lys Ala Pro Ala Ile Ber Val Leu His Glu Met Met Gln @ln Thr

267



10

15

20

25

30

50

Phe Asn

65

Leu Leu

Glu Ala

Lys Glu

Leu Tyr

145

Ser Leun

Leu Phe

Glu Lys

Cys Val

100

Asp Ser

115

Leu Thr

Glu Ile

Arg Ser

<210> 31

<211> 166

«212> PRT

325

Ser Thr Lys Asp Ser Ser Ala

Phe
85

Met

Ile

70
Tyr Ile Glu Leu Phe
90
Gln Glu Val Gly Val
105
Leu Ala Val Arg Lys

120

75

Gln

Glu

Tyr

Glu Lys Lys Tyr Ser Pro Cys

Met

Lys
165

135
Arg Ser Phe Ser Phe
150

Glu

<213> Becuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética l4aepilé

<400> 31

Ser

155

60
Ala Trp Asp Glu

Gln Met Asn Asp
-1
Glu Thr Pro Leu
110
Phe Gln Arg Ile
125

Ala Trp Glu Val
140

Thr Asn Leu Gln

Thr

Leu

Met

Thr

Val

dlu

160

Cys Asp Leu Pro Gln Thr His Ser Leu Gly His Arg Arg Thr Met Met

1l

10

15

Leu Leu Ala Gln Met Arg Arg Ile Ser Leu Phe Ser Cys Leu Lye Asp

20

25

a0



10

15

20

25

30

Arg His Asp

Gln Lys

50
Phe Asn
65

Leu Leu

Glu Ala

Lys Glu

Leu Tyr
130

Arg Ala
145

Ber Leu

<210> 32

<211> 16

as

Ala

Leu

Glu

Asp

115

Glu

<212> PRT

Phe Arg Phe

@Glu

Phe

Lys

val

100

Ser

Ile

Ser

Thr

Ber

Phe

Met

Ile

alu

Met

Lys
165

Ile

70

aln

Lys

150

Glu

Pro

Pro

55

Lys

Ile

Glu

Ala

Lys

135

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

40

val

Asp

Glu

val

Val

120

Phe

326

Qlu Glu

Leu His

Sexr Ser

Leu Phe

Gly val

105

Arg Lys

Ser Pro

Ser Phe

<223> Construccién sintética l4epil?

<400> 32

Phe

Glu

Ala

75

Gln

Glu

Ser

155

Asp

Met

Ala

Gln

Glu

Phe

Ala

140

Thr

Gly
45

Met

Trp

Met

Gln

1a5

Trp

Asn

Asn

Gln

Asp

Asn

Pro

110

Glu

Leu

His

Gln

alu

Asp

Leu

Ile

Val

aln

Phe

Thr

Thr

Leu

Met

Val

Glu

160

Cye Asp Leu Pro Gln Thr His Ser Leu Gly His Arg Arg Thr Met Met



10

16

20

25

30

Leu Leu

Arg His

Gln Lys

50
Phe Asn
65

Leu Leu

Glu Ala

Lys Glu

Leu Tyx
130

145

Ser Leu

<3210> 33

Ala

Asp

35

Ala

Leu

Glu

Cys

Asp

115

Glu

<211> 166

<212> PRT

Gln

20

Phe

Gln

Phe

Lys

Val

100

Ser

Thr

Ile

Ser

Met

Arg

Ala

Ser

Phe

Met

Ile

@lu

Met

Lys

165

Arg Arg

Phe Pro

Ile Ser

55
Thr Lys
70

Tyr Ile

aln Glu

Leu Ala

Lys Lys

135
Arg Ser
150

a3lu

<213> Becuencia artificial

<220>

«<223> Construccibn sintética l4epiis

Ile

Gln

40

val

Asp

Alu

val

Val

120

Phe

Ser

25

Glu

Leu

Ber

Leu

Aly

105

Ser

Ser

327

10

Leu

alu

Him

Ber

Phe

val

Lys

Pro

Phe

Phe

Phe

Glu

Ala

75

Gln

Glu

cys

Ber

155

Ber

Asp

Met

Ala

Gln

Glu

Phe

Ala

140

Thr

Cys

Gly

45

Met

Trp

Met

Thr

Gln

125

Trp

Asn

Leu

Asn

Gln

Asp

ABsn

Pro

110

Glu

Leu

15

Lys

His

Gln

Glu

ABp

Len

Ile

val

Gln

Asp

Phe

Thr

Thr

Leu

Met

Thr

val

Glu
160
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15

20

25

30

<400> 33

Cys Asp
1

Leu Leu

Arg His

Gln Lys

Phe Asn

Leu Leu

Glu Ala

Lys Glu

Leu Tyr

130

145

Ser Leu

<210> 34

Leu Pro

Ala Gln

20
Asp Phe
35

Ala Pro

Leu Phe

Glu Lys

Cys Val

100

Asp Ser

115

Glu Ile

Arg Ser

<211> 166

<212> PRT

Gln

Met

Ala

Ser

Fhe

Met

Ile

Glu

Met

Lys

165

Thr Hia

Arg Arg

Phe Pro

Ile Ser

55
Thr Lys
70

Tyr Ile

Gln Glu

Leu Ala

Lys Lys

135
Arg Ser
150

Glu

<213> Secuencia artificial

Ber

Ile

Gln

40

val

Asp

Glu

Val

Val

120

Phe

Ser
as
Glu

Ser

Leu

Gly

105

Ser

Ser

328

Gly

10

Leu

Glu

Hie

Ser

Phe

val

Lys

Pro

Phe

His

Phe

Phe

Glu

Ala

75

Gln

Glu

Tyr

Ser

155

Arg Arg Thr

Ber Cys Leu

Asp

Met

Ala

Gln

Alu

Phe

Ala

140

aly
45

Met

Trp

Met

Gln
125

Trp

Asn

3o

Asn

Gln

Asp

Asn

Pro

110

Glu

Leu

Met

15

Lys

Him

Gln

Glu

ASp

Ile

val

Gln

Met

Asp

Phe

Leu

Met

val

dlu

160
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20

25

30

<220>

<223> Construccién sintética l4epi3s

<400> 34

Cys Asp
1

Leu Leu

Arg His

Gln Lys

50

Phe Asn

Leu Leu

Glu Ala

Asn Val

Leu Tyr
130

145

Ser Leu

Leu

Ala

Asp

a5

vVal

Glu

Asp

115

Leu

Glu

Arg

<210> 35

Pro

Gln

Phe

Gln

Phe

Lys

val

100

Ser

Ile

Ser

Gln

Met

Ala

8er

85

Met

Ile

3lu

Met

Lys

165

Thr His

Arg Arg

Phe Pro

Ile Ser

55
Thr Lys
70

Tyr Ile

Gln Glu

Leu Ala

Lys Lys

135
Arg Ser
150

Glu

Ser

Ile

Gln

40

Leu

Asp

Glu

val

val

120

Phe

Leu

Ser

alu

Phe

Ber

Leu

Gly

105

Ser

Ser

329

aly
10

Leu

alu

Bexr

Phe

val

Lye

Pro

Phe

His Arg Arg Thr

Phe

Phe

Glu

Ala

75

Gln

Glu

Cys

Ser

155

Ser

ASp

Met

60

Ala

Gln

Glu

Phe

Ala

140
Thr

Gly
45

Met

Met

Gln

125

Trp

Asn

Leu
30

Asn

Gln

Asn

Pro

110

Glu

Leu

Met

15

Lys

Gln

Gln

Glu

Asp

Ile

val

Gln

Met

Asp

Ala

Thr

Thr

Leu

Thr

val

Glu

160
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<211> 166

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construcciém sintética l4epida

<400> 35

Cys Asp Leu

1

Leu

Gln

Phe

65

Glu

145

Ser

Leu

His

Lys

Asn

Leu

Ala

Val

130

Ala

Leu

Ala

Asp

35

Val

Glu

Cys

Asp

115

Leu

Glu

Pro

Gln
20
Phe

Gln

Phe

Lys

val

100

Ser

Thr

Ile

Ser

Gln

Met

Ala

Ser

Phe

Met

Ile

Glu

Met

Lys
165

Thr His

Arg Arg

Phe Pro

Ile Ser
55
Thr Lys

70

Tyr Ile

Gln Glu

Leu Ala

Lys Lys

135
Arg Ser
150

Glu

Ber

Ile

Gln

val

Asp

@lu

val

val
120

Tyr

Phe

Ser

25

Glu

Phe

Ser

Leu

Gly

105

Ber

Ser

330

aly

1o

Leu

Glu

His

Ber

Phe

val

Lys

Pro

Phe

Hinm

Phe

Phe

Glu

Ala

75

Gln

Glu

Cys

Ser

155

Arg Arg Thr

Ser

Asp

Met

60

Ala

Gln

Glu

Phe

Ala

140

Gly
45

Met

Trp

Met

Gln

125

Trp

Asn

Leu

Asn

Gln

Asp

Asn

Pro

1lo

Glu

Leu

Met

1S5

Lys

Gln

Gln

Glu

Asp

Ile

val

Gln

Met

Asp

Ala

Thr

Leu

Met

Thr

val

Glu

160
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210> 36

<211> 166

<212> PRT

«213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética 25Epios

<400> 36

Cys Asp Leu

1

Leu

Gln

Phe

65

Leu

Glu

Leu

Arg

Met

His

Lys

Asn

Leu

Ala

val

130

Ala

Ala

ABp

a5

Glu

Asp

115

Glu

Gln

Phe

Gln

Phe

Lys

Val

100

Ser

Ile

Gln

Met

Gly

Ala

Ser

1

Ile

Ile

Glu

Met

Thr His

Arg Arg

Phe Pro

Ile Ber

55 -

Thr Lys
70

Tyr Ile

Gln Glu

Leu Ala

Lys Lys

135

Arg SBer

Ser

Ile

Glu

40

Val

Asp

3lu

Val

val

120

Phe

Leu

Ser

25

Glu

Leu

Ser

Leu

Gly

105

Ser

Ber

331

Ser

10

Pro

Glu

His

Ser

Phe

Val

Lys

Pro

Leu

Asn Arg Arg Thr

Phe

Phe

@Glu

Ala

75

Gln

Glu

Cys

Ser

Ber

Asp

Leu

Ala

Gln

Glu

Phe

Ala

140

Cys

Gly

45

Ile

Trp

Met

Ila

125

Trp

Leu

30

Hia

Gln

Asp

ASDn

Ala

110

Glu

Leu

Leu

15

Lys

dln

3ln

Glu

Asn

Leu

Ile

val

aGln

Met

Asp

Thr

Thr

Met

Val

Glu
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16

20

25

30

145

150

Ser Leu Arg Ser Lys Glu

<210> 37

<211> 166

<212> PRT

165

<213> Becuencia artificial

<220>

«223> Construcclién sintética 25Epilsa

<400> 37
Cys Asp
1

Leu Met

Arg His

Gln Lys

50
Phe Asn
65

Leu Leu

Glu Ala

Asn Val

Leu

Ala

ABp

35

Thr

Leu

Glu

Asp

115

Pro

Gln

Phe

aln

Phe

Lys

val

100

Ser

Gln Thr

Met Arg

Gly Phe

Ala Ile

Ber Thr

70
Phe Tyr
85

Ile Gln

Ile Leu

Hie

Pro

Ber

Lys

Ile

Glu

Ala

Ser

Ile

Glu

40

Val

Asp

Glu

val

val

120

Leu

Ser

3lu

Leu

Ber

Leu

aly

105

Arg

332

Ser

10

Pro

Glu

Hism

Ser

Phe

Val

Lys

155

Asn Arg Arg Thr

Phe Ser Cys Leu
30
Phe Asp Gly His
45
Glu Leu Ile Gln
60

Ala Ala Trp Asp
75

Gln Gln Met Asn

Glu Glu Ile Ala
110

Tyr Phe Arg Arg
135

Leu

15

Lys

Gln

aln

adlu

Asn

Leu

Ile

160

Met

Asp

Ala

Thr

Leu

Met

Thr



10

15

20

25

30

130

135

333
Leu Tyr Leu Thr Glu Lys Lys Tyr Ser Pro Cys Ala Trp Glu Val Val

140

Arg Ala Qlu Ile Met Arg Ber Phe Ser Phe Ser Thr Asn Leu Gln Glu

145

150

Ser Leu Arg Ser Lys Glu

<210> 38
<211> 166

<212> PRT

165

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construcclén sintética 25Epil9

<400> 38
Cya Asp Leu
p

Leu Met Ala

Arqg Hie Asp
35
Gln Lys Val
5¢
Phe Asn Leu
65

Leu Leu Glu

Glu Ala Cys

Pro

Gln

Phe

@Gln

Phe

Lys

val

Gln

Thr His

Ser

Met Arg Arg Ile

Gly

Ala

Ser

Phe

Ile

Phe Pro

Ile Phe

55
Thr Lys
70

Tyr Ile

Gln Glu

Glu

40

Leu

Asp

@lu

val

Leu

Ser

a5

alu

Leu

Ser

Leu

Gly

Ber
1o

Pro

alu

Ser

Phe
90
vVal

155

Asn Arg Arg Thr

Phe Ber Cys Leu
30
Phe Asp Gly His
45
Glu Leu Ile Gln
60

Ala Ala Trp Asp
75

Gln Gln Met Asn

Glu Glu Ile Ala

Leu

15

Lys

Gln

agln

Glu

Asn

Leu

160

Met

Asp

Thr

Thr

Leu

Met
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15
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25

30

334
100 105 110

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

115

120 125

Leu Tyr Leu Thr Glu Lys Lys Tyr Ser Pro Cys Ala Trp Glu Val Val

130

135 140

Arg Ala Glu Ile Met Arg Ser Phe Ser Phe Ser Thr Asn Leu Gln Glu

145

150 155

Ser Leu Arg Ser Lys Glu

<210> 39
<211l> 166

<212> PRT

165

«213> Secuencia artificial

<220>

«223> Construccién sintética 25Epia0

<400> 39
Cys Asp Leu
1

Leu Met Ala

Arg His Asp
a5
Gln Lys Val
50
Phe Asn Leu

Pro Gln Thr His Ser Leu Ser Asn Arg Arg Thr Leu
5 10 15
Gln Met Arg Arg Ile Ser Pro Phe Ser Cys Leu Lys
20 25 30
Phe Gly Phe Pro Glu Glu Glu Phe Asp Gly His Gln
40 45
Gln Ala Ile Ser Leu Leu Tyr Glu Leu Ile Gln Gln
55 60
Phe Ser Thr Lys Asp Ser Ser Ala Ala Trp Asp Glu

70 75

160

Met

Asp

Ala

tﬁoﬁ



10

15

20

25

30

335
Leu Leu Glu Lys Phe Tyr Ile Glu Leu Phe Gln Gln Met Asn Asn Leu

a5 90 S5

Glu Ala Cys Val Ile Gln Glu Val Gly Val Glu Glu Ile Ala Leu Met
100 105 i10
Aen Val Asp Ser Ile Leu Ala Val Arg Lys Tyr Phe Arg Arg Ile Thr
115 120 125
Leu Tyr Leu Thr Glu Lys Lys Tyr Ser Pro Cys Ala Trp Glu Val val
130 135 140
Arg Ala Glu Ile Met Arg Ser Phe Ser Phe Ser Thr Asn Leu Gln Qlu
145 150 155 160
Ser Leu Arg Ser Lys Glu

165

<210> 40
<211> 166
<212> PRT

<213> Becuencia artificial

<220>

«223> Construccibén sintética 25Epi2s

<400> 40
Cys Asp Leu Pro Gln Thr His Ser Leu Ser Asn Arg Arg Thr Leu Met
1 5 10 15
Leu Met Ala Gln Met Arg Arg Ile Ber Pro Phe Ser Cys Leu Lys Asp
20 25 ao
Arg His Asp Phe Gly Phe Pro Glu Glu Glu Phe Asp Gly His Gln Ala
k1 40 45

Gln Lys Val Gln Ala Ile Ser Val Leu His Glu Leu Ile Gln Gln Thr
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30

Phe

Glu

Leu

145

Ser

Asn

Leu

Ala

val

130

Ala

Leu

Glu

Cys

Asp

115

alu

<210> 41

<211l> 166

<212> PRT

Phe

Lys

val

100

Ser

Ile

Ser

Ser

Phe

Ile

Ile

Glu

Met

Lys

165

Thr
70

Tyr

Gln

Lys

150

Glu

336
55 60

Lys Asp Ser Ser Ala Ala
75
Ile Glu Leu Phe Gln Gln
20
Glu Val Gly Val Glu Glu
105
Ala Val Arg Lys Tyr Phe
120
Lys Tyr SBer Pro Cys Ala
135 140
BEer Phe Ser Phe Ber Thr

155

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética 25Epl2é

<400> 41

Trp Asp

Met Aan

Ile Ala

110

Arg Arg
125

Trp Glu

Asn Leu

3lu

Asn

95

Leu

Ile

val

Gln

Thr

Leu

Met

Thr

val

Glu

160

Cys Asp Leu Pro Gln Thr His Ser Leu Ser Asn Arg Arg Thr Leu Met

1

10

15

Leu Met Ala Gln Met Arg Arg Ile Ser Pro Phe Ber Cys Leu Lys Asp

30



10

15

20

25

30

Gln

Phe

65

Leu

Glu

Asn

Leu

145

Ser

<210> 42

His

Lys

Asn

Leu

Ala

val

130

Ala

Leu

AsSp Phe
35
val Gln

Leu Phe

Glu Lys

Cya Val

100

Asp Ser

115

Leu Thr

Glu Ile

Arg Ser

<211l> 166

<212> PRT

Gly

Ala

Ber

Phe

Ile

Ile

Glu

Met

Lys

165

Phe

Ile

Thr

70

Gln

Leu

Lys

150

Glu

Pro

Ber

Lys

Ile

Glu

Ala

Lys
135

Ber

<213> Secuencla artificial

<220>

Glu

Val

Asp

alu

val

val

120

Phe

337

Glu Glu

Leu His

Ser Ser

Leu Tyr
90

Gly val

105

Arg Lys

Ser Pro

Ser Phe

<223> Construccién sintética 25Epi27

<400>

42

Phe

Glu

Ala

75

aln

Glu

cys

Ser

155

Asp

Leu

Ala

Gln

Glu

Phe

Ala

140

Gly
45

Ile

Trp

Leu

Ile

125

His

Gln

Asp

Ala

110

Glu

Leu

Gln

Gln

Glu

Asp

Leu

Ile

val

Gln

Ala

Thr

Thr

Leu

Met

Thr

val

Glu

160

Cye Asp Leu Pro Gln Thr His Ber Leu Ser Asn Arg Arg Thr Leu Met
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Leu Met

Arg Hie

Gln Lys

50
Phe Asn
65

Leu Leu

Glu Ala

Asn Val

130
Arg Ala
145

Ser Leu

<210> 43

Ala

Asp

35

Val

Leu

Glu

Cys

Asp

115

Leu

Glu

<211> 166

<212> PRT

Gln

20

Phe

Gln

Phe

Lys

val

100

Ser

Thr

Ile

Ser

Met

Gly

Ala

Ber

Phe

Ile

Ile

Glu

Met

Lys

165

Arg Arg

Phe Pro

Ile Ser

55
Thr Lys
70

Tyzr Ile

aln Glu

Leu Ala

Lye Lys

135
Arg Ser
150

Glu

<213> Becuencla artificial

<220>

<223> Construccién sinté&tica 25Epi2d

Ile

Glu

val

Asp

Glu

val

val

120

Phe

Ber

a5

Glu

Leu

Ser

Leu

Gly

105

Ser

Ser

338

1o

Pro

Glu

His

Ser

Ala

S0

val

Lys

Pro

Phe

Phe

Phe

Glu

Ala

75

Gln

alu

Cys

Ser

155

Ser Cys

Asp Gly

45
Leu Ile
60

Ala Trp

Gln Met

3lu Ile

Phe Gln

135
Ala Trp
140

Thr Asn

Leu

30

His

Gln

Asp

Asn

Ala

110

Glu

15

Lya

aGln

Gln

Glu

Asn

95

Leu

Ile

Val

Gln

Asp

Ala

Leu

Met

val

Glu

160

21
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<400> 43

Cys Asp Leu

1

Leu

aln

Phe
65

Leu

Glu

145

Ser

Met

His

Lys

50

Asn

Leu

Ala

val

Tyr
130

Ala

Ala

Asp
k13

val

Glu

Asp

115

alu

<210> 44

<211> 166

<212> PRT

Pro

Gln

230

Phe

Gln

Phe

Lys

val

100

Ber

Thr

Ile

Ser

Gln

Met

aly

Ala

Ser

Phe

Ile

Ile

Glu

Met

Lys

165

Thr

Arg

Phe

Ile

70

Gln

Leu

Lys

150

Glu

His

Arg

Pro

Ser

Lys

Ile

alu

Ala

Lys

135

Ser

<213»> Secuencila artificial

Ber

Ile

alu

40

val

hsp

alu

val

Val

120

Phe

Leu

Ser

alu

Ser

Leu

Gly

105

Ser

Ser

339

Ser

10

Pro

Glu

His

Ser

val

Lys

Pro

Asn Arg Arg Thr

Phe Ser

Phe Asp

Glu Leu

60
Ala Ala
75

Gln Gln

Glu Glu

Tyr Phe

Cys Ala

140

Ser Thr

155

Cys

Qly

45

Ile

Trp

Ile

Gln

125

Trp

Asn

Leu

His

Gln

Asp

Ala

110

Glu

Leu

Leu

15

Lys

Gln

Gln

Glu

Asp

Leu

Ile

val

Gln

Met

Asp

Ala

Thr

Thr

Leu

Met

Val

Glu

160
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<220>

340

«<223> Construccién sintética 25Epias

<400> 44

Cys Asp Leu

1

Leu

@ln

Phe

65

Glu

ABn

145

Ser

Met

His

Lys

Ran

Leu

Ala

val

Tyr

130

Ala

Leu

Ala

Asp

a5

Thr

Leu

Glu

ASp
115

Leu

Glu

<210> 45

Pro

Gln

20

Phe

Gln

Phe

Lys

val

100

Ser

Ile

Ser

Gln

Met

aly

Ala

Ser

Fhe

Ile

Ile

Glu

Met

Lys

165

Thr His

Arg Arg

Ile Ber

55
Thr Lys
70

Tyr Ile

3ln Glu

Leu Ala

Lys Lys

135
Arg Ser
150

@lu

Ser

Ile

dlu

40

Val

Asp

Glu

val

val

120

Phe

Ber

a5

dlu

Leu

Ser

Leu

Gly

105

Ser

Ser

Ser

1o

Pro

Glu

Hie

Ser

Phe

Val

Lys

Pro

Phe

Asn Arg Arg Thr

Phe

Phe

Glu

Ala

75

Gln

Glu

Cys

Ser

155

Ser

Leu

60

Ala

Gln

Glu

Phe

Ala

140

Gly
45

Ile

Trp

Met

Ile

125

Trp

Leu

30

His

aln

Asp

Asn

Ala

110

Glu

Leu

15

Lys

Gln

Gln

Glu

Asn

S5

Leu

Ile

val

Gln

Met

Asp

Phe

Thr

Leu

Met

Thr

Val

Asp
160
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<211l> 166

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 45

Cys Asp Leu

1

Leu

Gln

Phe

Leu

Glu

Asn

Leu

145

Arg

Leu

Hie

Lys

Asn

Leu

Ala

Ala

130

Leu

Ala

Asp

as

Ala

Leu

Asp

Asp

115

Leu

Glu

Arg

<210> 46

Pro

Gln

Phe

Pro

Phe

Lys

val

100

Ser

Thr

Ile

Arg

Alu

Met

Gly

Ala

Phe

Met

Ile

Glu

Met

Lys

165

Thr

Ser

Phe

Ile

Thr

70

Gln

Leu

Lys

Arg
150

@Glu

His

Pro

Ser

55

Lys

Glu

Ala

Lys

135

Ser

Ser

Ile

Gln

40

val

Asp

Glu

Glu

Val

120

Leu

Ser

Glu

Leu

Ser

Leu

Arg

105

Ser

Ser

341

Asp

10

Pro

Glu

His

Ser

val

Lys

Pro

Leu

Asn Arg Arg Thr

Ber

Phe

Glu

Ala

75

Gln

aly

Cys

Ber

155

Ser

Asp

Leu

Ala

Gln

Glu

Phe

Ala

140

Thr

Cys

Gly

45

Ile

Trp

Leu

Thr

125

Asn

Leu

30

Gln

Asp

Asn

Pro

110

Alu

Leu

Leu

15

Met

Gln

Gln

Glu

Asp

Leu

Ile

val

Gln

Met

Asp

Phe

Ile

Asp

Leu

Met

Thr

Val

3lu

160

42
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<211> 165

<2112> PRT

<213> homo saplens

<400> 46
Cys Asp Leu
1

Leu Leu Ala

Arg His Asp
35
Lya Ala Glu
50

Asn Leu Phe

Leu Asp Lys

Ala Cys Val

Glu Asp Ser
11§
Tyr Leu Lys
130
Ala Glu Ile
145

Leu Arg Ser

<210> 47

Pro

Gln

Phe

Ser

Phe

Ile

100

Ile

Glu

Met

Lys

aln

Met

Gly

Ile

Thr

Tyr

Gln

Leu

Lys

alu
165

Thr His

Arg Arg

Phe Pro

Pro Val

55
Lys Asp
70

Thr Glu

Gly Val

Ala Val

Lys Tyr
135
Ser Phe

150

Ser

Ile

Gln

40

Leu

Ser

Leu

aly

120

Ser

Ser

Leu

Ber

Glu

His

Ser

Val

105

Lys

Pro

Leu

342

Gly

10

Leu

Glu

alu

Ala

Gln

Thr

Cys

Ber

Ber Arg Arg Thr

Phe

Phe

Met

Ala

75

dln

Glu

Phe

Ala

155

Ber

Leau

30

Gly Asn Gln

Ile

Trp

Thr

45

Gln

Asp

Pro

Gln

Glu

Asp

Leu

110

Gln Arg Ile

140

125

alu

val

Gln

Leu

15

Lys

Phe

Ile

Leu

Met

Thr

val

Glu

Met

Asp

Gln

Phe

dlu

Lys

Leu

Ber

160
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<211> 165

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 47

Cys Asp Leu

1

Leu

Lys

Ala

Glu

Tyr

Ala

145

Leu

His

Ala

Leu

ABp

Cys

Asp

Leu

130

Glu

Ala

ASp

is

Alu

Phe

Lys

val

Ber

115

Lys

Ile

Ser

<210> 48

Pro

Gln

a0

Phe

Thr

Ser

Phe

Ile

100

Ile

Glu

Met

Lys

Gln

Met

Aly

Ile

Tyr
85

Qln

Lys

Glu

165

Phe

Pro

Lys

70

Lys

Ber

150

His

Lys

Pro

val

Asp

Glu

val

val

Tyr
135

Phe

Ser Leu

Ile Ser

25
Gln Glu
40

Leu His

Ser 8er

Leu Tyr

Gly Val

105
Arg Lye
120

Ser Pro

Ser Leu

Gly

10

Leu

Glu

Glu

Ala

Gln

Thr

cys

Ser

Ser Arg Arg Thr

Phe

Phe

Met

Ala

75

Gln

Glu

Phe

Ala

155

Ser
Gly

Ile
60

Trp
Leu
Thr

Gln

Trp
140

Asn

Asn

45

Gln

Asp

Asn

Pro

125

Glu

Leu

Leu

30

aln

Gln

Glu

Asp

Leu

110

Ile

Vval

Gln

Leu

15

Lys

Phe

Ile

Leu

95

Met

Thr

val

Glu

Met

Asp

Aln

Phe

Glu

Lys

Leu

Ser

160
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<211> 166

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 48

Cys Asp Leu

1

Leu

Gln

Phe

Leu

Glu

Leu

145

Arg

His

Lys

Asn

Leu

Ala

val

130

Leu

Ala

Asp

35

Thr

Leu

alu

Cys

Asp

115

Leu

alu

Arg

<210> 49

Pro

Gln

20

Phe

aln

Phe

Lys

Val

lo0

Ser

Ile

Arg

Gln

Met

Gly

Ala

Ber

Phe

Ile

Ile

alu

Met

Lys

165

Thr

Gly

Phe

Ile

Thzr

70

Ser

Gln

Leu

Lys

150

Asp

His

Arg

Pro

Ser

Glu

Thr

Glu

Ala

Lys

135

Ber

Ser

Ile

Glu

40

val

Asp

Glu

val

val

120
Tyr

Leu

Leu

Ser

Glu

Leu

Ser

Gly

105

Ber

Ser

Qly
10

His

Glu

His

Ser

val

Lys

Pro

Asn Arg Arg Als

Phe

Phe

Glu

Ala

75

Gln

alu

Ser

155

Ser

Met

Ala

Gln

Glu

Phe

Ala

140

Cys

Gly

45

Ile

Trp

Leu

Thr

Gln

125

Leu

30

His

Gln

Glu

Asn

Pro

110

Glu

Leu

Leu

15

Lys

Gln

Gln

Gln

Asp

Leu

Ile

val

Gln

Ile

Asp

Phe

Ber

Leu

Met

Thr

val

Lys

160
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<211> 166

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 49

Cys Asp Leu

1l

Ile

Gln

Phe

Glu

145

Arg

Met
Hip
Lys
50

ABn
Leu

Ala

val

Tyr
130

Ala

Leu

Ala

Asp

as

Leu

Asp

Asp
115

Leu

Glu

Arg

<210> 50

Pro

Gln

Phe

Gln

Phe

Lys

Met

100

Ser

Thr

Ile

Axrg

Gln

aly

Ala

Ser

Phe

Met

Ile

Glu

Met

Lys

165

Thr

Gly

Phe

Ile

Thr

70

Tyr

Gln

Leu

Lys

150

Glu

His

Pro

Ser
55

Lys

Thr

Glu

Lys
135

Ber

Ber

Ile

Gln

40

val

Asp

Glu

Val

val

120

Tyr

Phe

345

Leu Ber

1a
Ser Pro
a5

Glu Glu

Leu His

Ser Ser

Leu Tyxr

So
Gly Val
105

Arg Ly®

Ber Pro

Ber Leu

Asn Arg Arg Thr

Phe

Phe

alu

Ala

75

Gln

Glu

Ser

155

Ber

Asp

Met

Thr

Gln

Asp

Phe

Ala

140

Ala

Cys

Gly

45

Ile

Leu

Thr

Gln

125

Asn

Leu

30

Asn

Gln

Asp

Asn

Pro

110

Glu

Leu

Leu

15

Lys

Gln

Gln

Qlu

Asp

Leu

Ile

val

Gln

Met

ABp

Phe

Leu

Met

val

Glu

160



10

15

20

25

30

<211> 166

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 50

Cyes Asp Leu

1

Leu

Gln

Phe

Leu

Glu

Asn

Leu

Arg
145

Arg

Leu

Hie

Lys

Asn

Leu

Ala

Glu

130

Leu

Ala

Asp

35

Ala

Leu

Asp

Cys

Asp

115

Leu

Glu

Arg

<210> 51

Pro

Gln

Phe

Glu

Phe

Lys

Val

100

Ser

Thr

Ile

Arg

Gln

Thr

His

Met Arg Arg

Ala

Ber

Leu

Met

Ile

Glu

Met

Lys
165

Phe

Ile

Thr
70

Tyr

Gln

Leu

Lys

150

Glu

Pro

gerx

Lys

Thr

Glu

Ala

Lys

135

Ser

Ser

Ile

Gln

40

Val

Asp

Glu

Val

val

120

Tyr

Phe

Leu

Ser

Glu

Leu

Ber

Leu

Trp

105

Arg

Ber

Ser

346

Gly

10

Leu

glu

His

Ser

val

Lys

Pro

Ber

His Arg Arg

Phe

Phe

alu

val

75

Gln

aly

TYr

Cys

Ber

155

Ber

Asp

val

Ala

Gln

Gly

Phe

Ala

140

Arg

Cys

Gly

45

Ile

Tzrp

Leu

Thr

Gln

125

Asn

Thr

Leu

30

Asn

Gln

Asp

ABn

Pro

110

3lu

Leu

Met

15

Lys

Gln

Gln

Glu

Asp

Leu

Ile

val

Gln

Met

Asp

Phe

80

Leu

Met

Thr

val

Glu

160
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<211> 166

<212> PRT

<2131> homo sapiens

<400> 51

Cys Asp Leu

1l

Leu

Arg

Gln

Phe

Glu

Aasn

Leu

145

Gly

Leu

His

Lys

Leu

Ala

Glu

130

Leu

Ala

Glu

35

Glu

Asp

115

Glu

Arg

<210> 52

Pro

Gln

Phe

Qln

Phe

Lys

val

100

Phe

Met

Ile

Arg

Gln

Met

Ala

Ser

Phe

Ile

Ile

Qlu

Met

Lys
165

Thr His

Gly Arg

Phe Pro

Ile Ser

55
Thr Glu
70

Ser Thr

Gln Glu

Leu Ala

Lys Lys

135
Arg Serx
150

Asp

Ser

Ile

Glu

40

val

Asp

Glu

Val

val

120

347

Leu Arg Asn Arg Arg Ala

10
Ser Pro Phe
25

Glu Glu Phe

Leu His Glu

Ser Ber Ala
75
Leu Tyr Gln
90
Gly val Glu

105

Arg Lys Tyr

B8er Pro Cys

Ser Phe Ser

155

Ber

Asp

Met

Ala

Gln

Glu

Phe

Ala

140

Thr

Gly
45

Ile

Trp

Leu

Thr

Oln

125

Trp

Asn

30

His

Gln

3lu

Asn

Pro

110

Glu

Leu

15

Lys

Gln

Aln

Gln

Asp

Leu

Ile

val

Lys

Ile

Asp

Phe

Thr

ger

Leu

Met

Val

Lys
160
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<211> 166

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 52
Cye Amp
1

Leu Leu

Arg His

Gln Lyse

50
Phe Asn
65

Leu Leu

Glu Ser

Tyr Glu

Leu Tyr

130

Arg Ala
145

Arg Leu

<210> 53

Leu

Ala

Asp

a5

Ala

Leu

Asp

Cys

Asp

115

Leu

Glu

Lys

Pro

Gln

Phe

Gln

Phe

Glu

Val

100

Ser

Thr

Ile

Ser

Gln

Met

Glu

Ala

Ser

Phe

Met

Ile

Qlu

Met

Lys

165

Thr Hise

Arg Arg

Phe Pro

Ile Ber

55
Thr Lys
70

Tyr Ile

Gln Glu

Leu Ala

Lys Lys

135
Arg Ser
150

Glu

Ser

Ile

Gln

40

val

Asp

Glu

val

val

120

Phe

Leu

Ser

Alu

Leu

Ser

Leu

Gly

105

Ser

Ser

348

Gly Asn Arg Arg Ala

10

Pro

Qlu

Hime

Ber

Asp

Val

Lys

Ser

Leu

Phe

Phe

alu

Ala

75

Gln

Ile

Ber

155

Ser

Asp

Met

Gln

Glu

Phe

Ala

140

Ile

Cye

Asp

45

Ile

Leu

Ser

Gln
125

Trp

Asn

30

Lys

Gln

Asp

Pro

110

Glu

Leu

Leu

15

Lys

Gln

Gln

Glu

Asp

Leu

Ile

val

Gln

Ile

Asp

Phe

Thr

Leu

Met

val

Lys
160
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<211> 16

<212> PRT

«213> homo sepiens

<400> 53

Cys Asp
1

Leu Leu

Arg His

Leu Pro

Gly Gln
20
Asp Phe

3is

Gln Lys Ala Gln

50
Phe Asn
65

Leu Leu

Glu Ala

ABn Glu

Leu Tyr
130

Arg Ala
145

Arg Leu

<210> 54

Leu Phe

Glu Lys

Cys Val

100

Amp Ber

115

Leu Ile

Glu Ile

Arg Arg

Gln

Met

Ala

Ber

Phe

85

Ile

Ile

Glu

Met

Lys

165

Thr

His

Gly Arg

Ile

Ile

70

Ser

Gln

Leu

Arg
150

Asp

Pro

Ser

Glu

Thr

alu

Ala

Lys

135

Ser

Ser

Ile

Qln

40

val

Asp

Glu

val

Val

120

Leu

Leu

Ser

Glu

Leu

Ser

Leu

Gly

105

Ser

Ser

349

Gly Asn Arg Arg Ala

10

Pro

Glu

His

Phe

Phe

Glu

Ser Ala

Tyr
90

val

Lys

Pro

Phe

75

Gln

Glu

Ser

155

Ser

Asp

Met

Ala

Gln

Glu

Phe

Ala

140

Thr

Cys

Gly

Ile

Trp

Leu

Thr

Gln

125

Trp

Asn

Leun

a0

QGln

Glu

Asn

Pro

110

Glu

Leu

15

Lys
Gln
Gln
Gln
1
Asp
95
Leu
Ile

Val

Gln

Ile

Asp

Phe

Ber
ao

Leu

Met

val

Lys

160
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15

20

25

30

<211> 166

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 54

Cys Asn Leu Ser

1

Leu

aln

Phe

Leu

Glu

145

Arg

Met

His

Lys

Asn

Leu

Ala

Glu

130

Leu

Ala Gln

20
App Phe
as

Ala Gln

Leu Phe

Glu Lys

Cys Val
100

App Ber
115

Leu Met

Glu Ile

<210> 55

Gln

Met

Glu

Ala

Ser

Phe

Ile

Ile

Glu

Met

Lys

165

Thr

Arg

Phe

Ile

Thr

70

aln

Lys

150

Asp

Hie

Arg

Pro

Ser

Lys

Ile

Glu

Ala

Lys

135

Ser

Ser

Ile

Gla

40

val

Asn

Glu

Val

Val
120

Tyr

Phe

Leu

Ser

Glu

Ber

Leu

Gly

105

Ser

Ser

350

Asn

10

Pro

alu

His

Ber

Phe

val

Lyn

Pro

Phe

Asn Arg Arg Thr

Phe

Phe

Glu

75

Gln

dlu

Ser

155

Ber

Asp

Met

Ala

Gln

Glu

Phe

Ala

140
Thr

Cys

Gly

45

Met

Met

Gln
125

Trp

Asn

Leu

ao

Qln

Asp

Asn

Pro

110

Arg

Glu

Leu

Leu

15

Lys

aln

Gln

AGlu

Asp

Leu

Ile

val

Gln

Met

Asp

Phe

Thr

Thr

Leu

Met

Thr

Val

Lys

180



10

15

20

25

30

<211> 166

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 55

Cys Asp Leu

1

Leu

Arg

Gln

Phe

Leu

Glu

Leu

145

Gly

Leu

Tyr

Lys

Asn

Leu

Ala

Glu

Tyr
130

Ala

Leu

Ala

Amp

a5

Als

Leu

Asp

ABp

115

Leu

Glu

Arg

<210> 56

Pro

Gln

Phe

Gln

Phe

Lys

val

100

Ber

Met

Ile

Arg

Gln

Met

aly

Ala

Ser

Phe

Ile

Gly

Met

Lys

165

Thr

Gly

Phe

Ile

70

Gln

Leu

Lys

Arg

150

Asp

His

Pro

Ser

Lys

Ile

Glu

Ala

Lys

135

Ser

Ser Leu

Ile Ser

25
Gln Glu
40

Ala Phe

Aop Ser

Glu Leu

Val Gly

105

Val Arg
120

Tyr Her

Phe Ber

351

Gly

10

Hime

val

His

Ber

Phe

val

Lys

Pro

Phe

Asn Arg Arg Ala

Phe

Glu

Ala

75

Gln

dlu

Cyn

Ser

155

Ser

Asp

Met

Ala

Gln

Glu

Phe

140

Thr

Gly
45

Ile

Leu

Ile

Gln

125

Asn

Leu

Asn

Gln

Asp

Asn

Ala

110

Glu

Leu

Leu

15

Lys

dln

Gln

Glu

Asp

Leu

Ile

val

Gln

Ile

Asp

Phe

Thrx

Thr

Met

Thr

val

Lys

160



10

15

20

25

30

<211> 166

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 56

Cys Asp Leu

1

Leu

Gln

Phe

65

Leu

Glu

Asn

Leu

145

Ile

Hise

Lys

Asn

Leu

Ala

alu

Tyr
130

Leu

Ala

Asp

a5

Thr

Leu

alu

Cys

Asp

115

Leu

Glu

Arg

<210> 57

Pro

Gln

Phe

aln

Phe

Lys

val

100

Ber

Thx

Ile

Arg

Gln

Met

Gly

Ala

Ber

Phe

Ile

Ile

Glu

Met

Lys

165

Thr

Gly

Leu

Ile

70

Ber

Gln

Leu

Lys

150

Asp

His

Pro

Ber

Glu

Thr

Glu

Ala

Lys

135

Ser

Ser

Ile

Gln

40

val

Asp

Glu

Val

val

120

Leu

Leu

Ser

Glu

Leu

Ser

Leu

Gly

105

Ser

fer

352

Gly

10

Pro

Glu

His

Ser

920

Met

Lys

Phe

Asn

Phe

Phe

dlu

Ala

75

aln

Glu

Tyr

Ser

155

Arg Arg Ala

BSer

Asp

Met

Ala

Gln

glu

Phe

Ala

140

Thr

Gly
45

Ile

Trp

Leu

Gln

125

Trp

Asn

Leu

a0

aln

Glu

Pro

110

Glu

Leu

Leu

15

Lys

Gln

Gln

Gln

Asn

Leu

Ile

val

Gln

Ile

Asp

Phe

Thr

Ser

Leu

Met

val

Lys
160



10

15

20

25

30

<211> 166

<212> PRT

<213> homo saplens

<400> 57

Cys Aep Leu

1

Leu

Gln

Phe

Leu

Glu

Aan

Leu

145

Leu

His

Lys

50

Aan

Leu

Ala

Val

130

Ala

Asp

35

Leu

Glu

Asp
115

Leu

Glu

aln

Phe

Gln

Phe

Lys

Val

100

Ber

Thr

Ile

Arg Leu Arqg Arg

<210> S8

Gln

Met

Gly

Ala

Ber

Phe

1

Ile

Ile

Glu

Met

Lys

165

Thr His

Gly Arg

Phe Pro

Ile Ber

55
Thr Lys
70

Ser Thr

Gln Glu

Leu Ala

Lys Lys

135
Arg Ser
150

Glu

Serxr

Ile

Gln

40

val

Asp

Glu

val

Val

120

Phe

Leu

Ber

25

Glu

Leu

Ser

Leu

Gly

105

Lys

Ser

Ber

353

aly

10

Pro

alu

His

Ser

Asn

Val

Lya

Pro

Leu

Asn Arg

Phe Ser

Phe Asp

Glu Met

60

75

Gln Gln

Glu Glu

Tyr Phe

Cys Ala
140
Ser Lys

1s5

Arg Ala

Cya Leu

30
Gly Asn
45

Ile Gln

Trp Glu

110

Gln Arg
125

Trp Glu

Ile Phe

Leu

1s

Lys

aln

AGln

Gln

Asp

Leu

Ile

val

Gln

Ile

Asp

Ser

Leu

Met

Thr

val

Glu

160

-
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20

25

30

<211> 167

<212> PRT

<213> Becuencia artificial

<220>

354

<223> Construccién sintética IFN-alfa Conl

<400> 58

Met
b

Ile

Asp

Phe

Thr

Ber

Leu

Val
145

Qlu

Cys Asp

Leu Leu

Arg His
s
Gln Lys

Phe Asn

Leu Leu

Glu Ala

Asn Val

115
Leu Tyr
130

Arg Ala

Arg Leu

Leu

Ala

AsSp

Ala

Leu

Glu

100

Asp

Leu

Glu

Arg

Pro

Gln

Phe

Gln

Met

Aly

@Gln Ala

Phe

Lys

val

Ser

Thr

Ile

165

Ser

70

Phe

Ile

Ile

Glu

Met

150

Lys

Thr

Phe

Ile

Thr

Gln

Leu

Lys

135

Glu

His

Pro
40

Sexr

Lys

alu

Ala

120

Lys

Ser

Ser

Ile

Gln

Val

Asp

Glu

val

1as

val

Tyr

Phe

10

Sexr

Glu

Leu

Ser

aly

Lys

Ber

Ber

Gly

Pro

alu

His

Ber

75

Val

Pro

155

Asn

Phe

Phe

Glu

Ala

@ln

Glu

Cys
140

Ser

Arg Arg Ala

Ber

Asp

45

Met

Ala

@ln

Glu

Phe

125

Ala

Cys

30

Gly

Ile

Trp

Leu

110

Gln

15

Leu

Asn

Gln

Asp

Asn

Pro

Glu

Leu

Lys

Gln

Gln

Glu

Asp

Ile

val

Gln

160

%0\3



10
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25

30

<210> 59
<211> 498

<212> ADN

<213> Becuencla artificial

<220>

355

<223> Construcclén sintética l4epilScl

<400> 59

tgtgatctgce
atgaggagaa
gaggaqgtttg
atgcagcaga
ctcctagaaa
atgcaggagg
aggaaatact
tgggaggttg

agcttacgca

<210> 60
<211> 501

<212> ADN

ctcagaccca
tctctetttt
atggcaacca
ccttcaaccet
aattctacat
ttggagtgga
ttcaaagaat
tcagagcaga

gcaaggaa

cagcctgggt
ctectgtety
cctceccagaag
ctteageaca
tgaactttte
agagactccc
cactctttat

aatcatgaga

<213> Becuencia artificial

<220>

cacaggagga
aaggacagac
gttcaagcta
aaggactcat
cagcaaatga
ctgatgaatg
ctgacagaga

tectttctett

223> Construccién sintética l4epilSc2

<400> 60

ccatgatgct
atgacttcag
tetteotttt
ctgetgettg
atgacctgga
tggactccat
agaagtatag

tttcaacaaa

cctggcacaa
atttccccag
ctatgagatg
ggatgagacc
agcectgegtg
cctggetgtg
cccttgtgece

cttgcaagaa

120

180

240

300

aso

420

480

458



10

156

20

25

30

atgtgtgatce
caaatgcgtc
caggaggagt
atgatgcagc
accectectag
gtgatgcagg
gtgcgtaaat
gcctgggagg

gaaagcttac

<210> 61
«211l> 501

<212> ADN

tgeccteagac
gcatctctct
ttgatggcaa
agaccttcaa
amaaattcta
aggttggagt
actttcaacg
ttgtcegege

gcagcaagga

ccacagcctg
tttctcectgt
ccacctccag
cctcttecage
cattgaactt
ggaagagact
catcactctt
agaaatcatg

<213> Secuencia artificial

<220>

356
ggtcaccgte

ctgaaggacc
aaggttcaag
acaaaggact
ttccagcaaa
cccetgatga
tatctgacag

cgctetttet

<223> Construccién sintética l4epilSc3l

<400> 61

atgtgtgatce
caaatgcgte
caggaggagt
atgatgcagce
accctcctag
gtgatgcagg
gtgaggaaat
gcctgggagg

gaaaqgcttac

<210> 62

tgcectcagac
gcatctetct
ttgatggcaa
agaccttcaa
aaaaattcta
aggttggagt
actttcaaag
ttgtcagagc

ccacagcctg
tttctcetgt
ccacctccag
cctcttcage
cattgaactt
ggaagagact
aatcactctt
agaaatcatg

ggtcaccgte
ctgaaggaca
aaggttcaag‘
acaaaggact
ttccagcaaa
cccctgatga
tatctgacag

agatctttct

gcaccatgat
gccatgactt
ctatcttcct
catctgctgce
tgaatgacct
atgtggactc
agaagaagta

ctttttcaac

gcaccatgat
gacatgactt
ctatcttcct
catctgetge
tgaatgacct
atgtggactc
agaagaaqgta

ctttttcaac

gctcctggea
ccgecttteee
tttctatgag
ttgggatgag
ggaagcctge
catcctgget
tagcccettgt

aaacttgcaa

gctectggea
cagatttece
tttctatgag
ttgggatgag
ggaagcctge
catcctgget
tagceettgt

aaacttgcaa

1290

l1a0

240

300

6o

420

480

501

120

180

240

300

360

420

480

501
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156

20

25

30

<211> 498

<212> ADN

<213> Becuencla artificial

<220>

357

<223> Construccién sintética l4epilBcl

<400> 62

tgtgatctgce
atgaggagaa
gaggagtttg
atgcagcaga
ctcctagaaa
atgcaggagg
aggaaatact
tgggaggttg

agcttacgca

<210> 63
<211> 501

<212> ADN

ctcagaccca
tctectotttt
atggcaacca
ccttcaacct
aattctacat
ttggagtgga
ttcaaagaat
tcagagcaga

gcaaggaa

cagcctgggt
ctcctgtetg
cgcccagaaqg
ctteagcaca
tgaacttttc
agagactccc
cactctttat

aatcatgaga

<213> Secuencla artificial

<220>

cacaggagga
aaggacagac
gttcaagcta
aaggactcat
cagcaaatga
ctgatgqaatg
ctgacagaga

tctttetett

<223> Construccidén sintética l4epil8c2

<400> 63

ccatgatgcet
atgacttcag
tettectttt
ctgctgettyg
atgacctgga
tggactccat
agaagtatag

tttcaacaaa

cctggcacaa
atttccccag
ctatgagatg
ggatgagacc
agcctgegtg
cctggectgtg
ccecttgtgee

cttgcaagaa

120
180
240
oo
3&0
420
480

498

agttgtgatc tgcctcagac ccacagcctg ggtcacegtc gcaccatgat gctcctggeca 60

caaatgcgtc gcatctctet tttctocectgt ctgaaggacc gccatgactt cegetttcec 120

caggaggagt ttgatggcaa ccacgcccag aaggttcaag ctatcttcet tttctatgag 180



10

15

20

25

30

atgatgcage
accctcctag
gtgatgcaqgyg
gtgcgtaaat
gcctgggagyg

gaaagcttac

<210> 64
<211> 501

<212> ADN

agaccttcaa
aaaaattcta
aggttggagt
actttcaacg
ttgteccgege

gcagcaagga

cctcttcage
cattgaactt
ggaagagact
catcactett
agaaatcatg

<213> Becuencila artificial

<220>

358

acaaaggact
ttccagcaaa
ccectgatga
tatctgacag

cgctetttct

<223> Construccién eintética l4epilsca

<400> 64

agttgtgate
caaatgcgtc
caggaggagt
atgatgcage
accctcctag
gtgatgcagg
gtgaggaaat
gcctgggagyg

gaaagcttac

<210> 65
<211> 498

<212> ADN

tgecctcagac
gcatctctct
ttgatggcaa
agaccttcaa
aaaaattcta
aggttggagt
actttcaaag
ttgtcagagc

gcagcaagga

ccacagcctg
tttetootgt
ccacgcccag
cctcttcage
cattgaactt
ggaagagact
aatcactctt
agaaatcatg

<213> Secuencia artificial

ggtcaccgte
ctgaaggaca
aaggttcaag
acaaaggact
ttccagcaaa
cccctgatga
tatctgacag

agatctttet

catctgcectge ttgggatgag 240

tgaatgacct ggaagcctgec 340

atgtggactc catcctggct 360

agaagaagta tagcccttgt 420

ctttttcaac aaacttgcaa 480

gcaccatgat
gacatgactt
ctatcttcct
catctgctge
tgaatgacct
atgtggactc
agaagaagta

ctttttcaac

gctcctggea
cagatttcee
tttetatgag
ttgggatgag
ggaagcetge
catcctgget
tagceccttgt

aaacttgcaa

501

120
180
240
300
360
420
480

501
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25
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<220>

359

<223> Construccidn sintética l4epi2lcl

<400> 65

tgtgatctgc
atgaggagaa
gaggagtttg
atgcagcaga

ctcctagaaa

ctcagaccca
tctctctttt
atggcaacca
ccttcaacct

aattctacat

atgcaggagg ttggagtgga

aggaaatact

tgggaqgttyg
agcttacgca
<210> 66
<211> 501
«212> ADN

213>

<220>
<223>
<400> 6§

atgtgtgatc
caaatgcgtc
caggaggagt
atgatgcagce
accctectag

gtgatgcagyg

ttcaaagaat
tcagagcaga

gcaaggaa

tgcctcagac
gcatctctet
ttgatggcaa
agaccttcaa

aaaaattcta

aggttggagt

cagcectgggt
ctcetgtetg
cgcccagaag
cttcagcaca
tgaactttte
agagactcce
cactctttat

aatcatgaga

Secuencia artificial

ccacagectg
tttctectgt
ccacgcccaq
cctettcage

cattgaactt

ggaagagact

cacaggagga
aaggacagac
gttcaagcta
aaggactcat
cagcaaatga
ctgatgaatg
ctgacagaga

tetttecett

Construccién sintética 14epi20ci2

ggtcaccgte
ctgaaggacc
aaggttcaag
acaaaggact
ttccagcaaa

cccctgatga

ccacgatgcet
atgacttcag
tctoctectitt
ctgectgettg
atgacctgga
tggactccat
agaagtatag

tttcaacaaa

gcaccatgat
gccatgactt
ctatctctet
catctgetge
tgaatgacct

atgtggactc

cctggcacaa
atttccecag
ctatgagatg
ggatgagacc
agcctgegtg
cctggetgtg
cecettgtgec

cttgcaagaa

gctcetggea
cecgetttcce
tttctatgag
ttgggatgag
ggaagcctge

catcectgget

120
180
240
oo
360
420
480

498

120
180
240
300



10

16

20

25

30

360

gtgcgtaaat actttcaacg catcactctt tatctgacag agaagaagta tagcccttgt 420

gcctgggagg ttgtccgege agaaatcatg cgoctetttet cttttitcaac aaacttgcaa 480

gaaagcttac gcagcaagga &

<210> &7

<211> 501

«<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Construccisn sintética l4epi2oca

<400> 67

atgtgtgatc
caaatgcgtce
caggaggagt
atgatgcagc
accctcctag
gtgatgcagg
gtgaggaaat
gcctgggagy

gaaagcttac

<210> 68
<211> 4958

<212> ADN

tgcctcagac
gcatctetct
ttgatggcaa
agaccttcaa
aasaattcta
aggttggagt
actttcaaag
ttgtcagagc

gcagcaagga

ccacagcctg
tttcteetgt
cecacgcccag
cctcttcage
cattgaactt
ggaagagact
aatcactctt
agaaatcatg

<213> Becuencia artificial

<220>

ggtcacegtc
ctgaaggaca
aaggttcaag
acaaaggact
ttccagcaaa
cccctgatga
tatctgacag

agatctttct

<223> Construccién sintética l4epilbcl

gcaccatgat
gacatgactt
ctatctctcet
catctgcectge
tgaatgacct
atgtggactce
agaagaagta

ctttttcaac

gctcoctggea
cagatttecce
tttctatgag
ttgggatgag
ggaagectge
catcctgget
tagccettgt

aaacttgcaa

501

60

120
180
240
300
360
420
480

501

Al
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25

30

<400> 68

tgtgatctgc
atgaggagaa
gaggagtttg
atgcagcaga
ctcctagaaa
atgcaggagy
aggaaatact

tgggaggttg

agcttacgca

<210> 69
<211> 501

<212> ADN

ctcagaccca
tctetctttt
atggcaacca
ccgctaacet
aattctacat
ttggagtgga
ttcaaagaat
tcagagcaga

gcaaggaa

cagcctgggt
ctcetgtetg
cgccecagaag
cttcagcaca
tgaacttttc
agagactcce
cactctttat

aatcatgaga

<213> Secuencia artificial

<220>

361

cacaggagga
aaggacagac
gttcaagcta
aaggactcat
cagcaaatga
ctgatgaagg
ctgacagaga

tetttetett

«223> Construccién sintética l4epizsc2

<400> 69

atgtgtgatc
caaatgegtc
caggaggagt
atgatgcagc
accctectag
gtgatgcagg
gtgcgtaaat
gectgggagy

gaaagcttac

tgcctcocagac
gcatctetet
ttgatggcaa
agaccgctaa
aaaaattcta
aggttggagt
actttcaacg
ttgtcegegce

gcagcaagga

ccacagcctg
tttctectgt
ccacgeceag
cctcttcage
cattgaactt
ggaagagact
catcactctt
agaasatcatg

ggtcaccgtc
ctgaaggacc
aaggttcaag
acaaaggact
ttccagcaaa
cccctgatga
tatctgacag

cgetetttet

ccatgatgct
atgacttcag
tetetectttt
ctgetgettg
atgacctgga
aggactccat
agaagtatag

tttcaacaaa

gcaccatgat
gccatgactt
ctatctctcet
catctgectgce
tgaatgacct
aggaggactc
agaagaagta

ctttttcaac

cctggcacaa
atttcecccag
ctatgagatg
ggatgagacc
agcctgegtg
cctggetgtg
ccetegtgee

cttgcaagaa

gctcetggea
ccgectttece
tttctatgag
ttgggatgag
ggaagcctgc
catcctggct
tagcccttgt

aaacttgcaa

120

180

240

300

360

420

480

4198

120

180

240

300

360

501

4L
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<210> 70

<211> 501

<212> ADN

<213> Secuencia artificlal

<220>

362

«223> Construccidn sintética 14epi2éci

<400> 70

atgtgtgatc
caaatgcgtce
caggaggagt
atgatgcagc
accctectag
gtgatgcagg
gtgaggaaat
gcctgggagg

gaaagcttac

<210> 71
211> 498

<212> ADN

tgcctecagac
gcatctctet
ttgatggcaa
agaccgctaa
aaaaattcta
aggttggagt
actttcaaag
ttgtcagage

gcagcaagga

ccacagecetg
tttetectgt
ccacgececag
cctcttcage
cattgaactt
ggaagagact
aatcactctt
agaaatcatg

<213> Secuencia artificial

<220>

ggtcacegtc
ctgaaggaca
aaggttcaag
acaaaggact
ttccagcaaa
cccctgatga
tatctgacag

agatctttct

<223> Construccién sintética ld4epilicl

«<400> 71

gcaccatgaﬁ
gacatgactt
ctatctctet
catctgctgce
tgaatgacct
aggaggactc
agaagaagta

ctttttcaac

gcteetggea
cagatttcce
tttctatgag
ttgggatgag
ggaagcctgce
catcctgget
tagcccttgt

aaacttgcaa

60

120
180
240
300
360
420
480

501

tgtgatectge ctcagaccca cagcctgggt cacaggagga ccatgatget cctggcacaa 60
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atgaggagaa
gaggagtttg
atgcagcaga
ctectagaaa
atgcaggagg
aggaaatact
tgggaggttg

agcttacgca

<210> 73
<211> 501

<212> ADN

tctotetttt
atggcaacca
ccttcaacct
aattctacat
ttggagtgga
ttcaaagaat
tcagagcaga

ctectgtectg
cctccagaag
cttcagcaca
tgaactttte
agagacteece
cactctcttat

aatcatgaga

<213> Secuencia artificial

<220>

363
aaggacagac
gttccagcta
aaggactcat
cagcaaatga
ctgatgaagg
ctgacagaga

tectttetett

<223> Construccién sintética l4iepild2c2

<400> 72

atgtgtgatc
caaatgcgte
caggaggagt
atgatgcagc
accctcctag
gtgatgcagg
gtgcgtaaat
gcctgggagg

gaaagcttac

<210> 73

<211> 501

tgcectcagac
gcatctctct
ttgatggcaa
agaccttcaa
asaaattcta
aggttggagt
actttcaacg
ttgteegege

ccacagcctg
tttetectgt
ccacctccag
cctcttecage
cattgaactt
ggaagagact
catcactctt
agaaatcatg

ggtcacegte
ctgaaggacc
aaqgttecag
acaaaggact
ttccagcaaa
cccctgatga
tatctgacag

cgctetttet

atgacttcag
tetototttt
ctgectgcttg
atgacctgga
aggactccat
agaagtatag

tttcaacaaa

gecaccatgat
gccatgactt
ctatctctct
catctgctgc
tgaatgacct
aggaggactc
agaagaagta

ctttttcaac

attteccccag
ctatgagatg
ggatgagacc
agcectgegtg
cctggetgtyg
cecettgtgee

cttgcaagaa

gctectggeca
cegettteee
tttctatgag
ttgggatgag
ggaagcctgc
catcctggcect
tagcccttgt

aaacttgcaa

120
180
240
300
360
420
480

120
180
240
300
360
420
480

501
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<212> ADN

<213> Secuencla artificial

<3220>

364

<223> Construccién sintética 1l4epi32c3

<400> 73

atgtgtgatc
caaatgcgte
caggaggagt
atgatgcagc
accctcctag
gtgatgcagg
gtgaggaaat
gcctgggagg

gaaagcttac

<210> 74
<211> 498

<212> ADN

tgcctcagac
gcatctctct
ttgatggcaa
agaccttcaa
aaaaattcta
aggttggagt
actttcaaag
ttgtcagagc

gcagcaagga

ccacagcctg
tttectcotgt
ccacctccag
cctectteage
cattgaactt
ggaagagact
aatcactctt
agaaatcatg

<213> Secuencia artificial

<220>

ggtcaccgtc
ctgaaggaca
aaggtteceag
acaaaggact
ttecagcaan
cccetgatga
tatctgacag

agatctttct

<223> Construccién sintética l4epiiScl

<400> 74

gcaccatgat
gacatgactt
ctatctectet
catctygctge
tgaatgacct
aggaggactc
agaagaagta

ctttttecaac

gctcectggca
cagatttcce
tttctatgag
ttgggatgaqg
ggaagcetge
catcetgget
tagcccttgt

aaacttgcaa

120

180

240

300

360

420

480

501

tgtgatctgc ctcagaccca cagcctgggt cacaggagga ccatgatgct cctggcacaa 60

atgaggagaa tctctcetttt ctcectgtcectg aaggacagac atgacttcag atttccccag 120
gaggagtttg atggcaacca cctccagaag gctccageca tctetgtcet ccatgagatg 180

atgcagcaga ccttcaacct cttcagcaca aaggactcat ctgetgettg ggatgagace 240
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365

ctcctagaaa aattctacat tgaacttttc cagcaaatga atgacctgga agcctgcgtg 300

atgcaggagg ttggagtgga agagactccc ctgatgaagg aggactccat cctggetgtg 360

aggaaatact ttcaaagaat cactctttat ctgacagaga agaagtatag cccttgtgcc 420

tgggaggttg tcagagcaga aatcatgaga tctttctcectt tttcaacaaa cttgcaagaa 480

agcttacgca

<210> 75
<211> 501

<212> ADN

<213> SBecuencia artificial

<220>

<223> Construccién sintética 1l4epilisSc2

<400> 75

atgtgtgatc
caaatgcgtce
caggaggagt
atgatgcagc
accctcctag
gtgatgcagg
gtgcgtaaat
gecctgggagg

gaaagcttac

<210> 76
<211> 501

<212> ADN

tgcctcagac
gcatctctet
ttgatggcaa
agaccttcaa
asaaattecta
aggttggagt
actttcaacqg
ttgtcegege

gcagcaagga

ccacagectg
tttcteoetgt
ccacctccag
cctcttcagce
cattgaactt
ggaagagact
catcactectt
agaaatcatg

<213> Secuencila artificial

ggtcaccgte
ctgaaggacc
aaggctccag
acaaaggact
ttccagcaaa
cccctgatga
tatctgacag

cgctctttct

gcaccatgat
gccatgactt
ccatctectgt
catctgctge
tgaatgacct
aggaggactc
agaagaagta

ctttttcaac

gctcctggea
ccgettteee
cctccatgag
ttgggatgag
ggaagcctgc
catcctgget
tagccecttgt

aaacttgcaa

120

180

240

300

360

420

480

501
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<220>

366

<223> Construcclién pintética l4epiid5c3

<400> 76

atgtgtgatc
caaatgcgtce
caggaggagt
atgatgcagc
accctcctag
gtgatgcagg
gtgaggaaat
gcctgggagg
gaaagcttac
<210> 77
<211> 498
<212> ADN

<213>

«220>
<223>
<400> 77

tgtgatctge
atgaggagaa
gaggagtttg
atccagcaga
ctcctagaaa
atacaggaqg

aggaaatact

tgecctecagac
gcatctctct
ttgatggcaa
agaccttcaa
aaaaattcta
aggttggagt
actttcaaag
ttgtcagagc

gcagcaagga

ctcagaceca
tctctccett
atggccacca
ccttcaatct
aattctacat
ttggggtgga

tccgtegeat

ccacagectg
tttctectgt
ccacctccag
cctcttcage
cattgaactt
ggaagagact
aatcactett
agaaatcatg

Becuencila artificial

cagcctgagt
ctectgeetg
ggcccagaag
cttcagcaca
tgaactttte
agagattgcc

cactctctat

ggtcacecgtce
ctgaaggaca
aaggctccag
acaaaggact
ttccagcaaa
cccctgatga
tatctgacag

agatctttct

Construccién sintética 25epilécl

aacaggagga
aaggacagac
actcaagcca
aaggactcat
cagcaaatga
ctgatgaatg

ctgacagaga

gcaccatgat
gacatgactt
ccatctctgt
catctgetge
tgaatgacct
aggaggactc
agaagaagta

cttcttcaac

ctctgatget
atgatttcgy
tetecegttet
ctgectgecttg
ataacctgga
tggactccat

agaaatacag

gctcctggca
cagatttcce
cctccatgag
ttgggatgag
ggaagcctge
catcectgget
tagcccttgt

aaacttgcaa

catggcacaa
attcecccgag
ccatgagetg
ggatgagacc
agcatgtgtg
cctggetgeg

cccttgtgee

120

180

240

300

360

420

480

501

120

180

240

420



10

15

20

25

30

367

tgggaggttg tcagagcaga aatcatgaga tctttctctt tttcaacaaa cttgcaagaa 480

agcttacgca

<210> 78
<211> 501

<212> ADN

<213> Secuencila artificial

<220>»

<223> Construccién sintética 25epilBc2

<400> 78

atgtgtgatc
caaatgegte
gaggaggagt
ctgatccagce
acectecctag
gtgatacagg
gtgcgtaaat
gcctgggagqg

gaaagcttac

<210> 79
<211> 501

<212> ADN

tgcctcagac
gcatctctee
ttgatggeca
agaccttcaa
aaaaattcta
aggttggggt
acttcecgtcecg
ttgtccgege

gcagcaagga

ccacagcctg
tttectecectge
ccaggcccag
tctcttcage
cattgaactt
ggaagagatt
catcactctc
agaaatcatg

<213> Becuencla artificial

<220>

agtaaccgtc
ctgaaggacc
aagactcaag
acaaaggact
ttccagcaaa
gccectgatga
tatctgacag

cgctetttet

«223> Construccién sintética 25epilsc3

gcactctgat
gccatgattt
ccatctcegt
catctgetge
tgaataacct
atgtggactce
agaagaaata

ctttttcaac

gctecatggca
cggattccee
tctccatgag
ttgggatgag
ggaagcatgt
catcctgget
cagcccttgt

aaacttgcaa

498

60

120

180

240

300

360

420

480

501
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<400> 79

atgtgtgatc
caaatgcgtce
gaggaggagt
ctgatccage
accctectag
gtgatacagg
gtgaggaaat
gcctgggagg
gaaagcttac
<210> 80
<211> 498
<212> ADN

<213>

<220>
<223>
<400> 80

tgtgatctgce
atgaggagaa
gaggagtttg
atccagcaga
ctcctagaaa
atacaggagg
aggaaatact
tgggaggttg

agcttacgca

tgecctcagac
gcatctctee
ttgatggcca
agaccttcaa
aaaaattcta
aggttggggt
acttccgtcg
ttgtcagagc

gcagcaagga

ctcagaceca
tetetecttte
atggccacca
ccttcaatet
aattctacat
ttggggtgga
tcegtegeat
tcagagcaga

ccacagcctg
tttctectge
ccaggcccag
tctetteage
cattgaactt
ggaagagatt
catcactctc
agaaatcatg

Becuencla artificial

cagcctgagt
ctcectgectg
ggcccagaag
cttcagcaca
tgaactttte
agagattgcc
cactctctat

aatcatgaga

368

agtaaccgtce
ctgaaggaca
aagactcaag
acaaaggact
ttccagcaaa
gccctgatga
tatctgacag

agatctttct

Construccién sinté&tica 25epilscl

aacaggagga
aaggacagac
gttcaagcca
aaggactcat
cagcaaatga
ctgatgaatg
ctgacagaga

tctttctctt

gcactctgat
gacatgattt
ccatctcegt
catctgctge
tgaataacct
atgtggactc
agaagaaata

ctttttcaac

ctctgatgct
atgatttecgg
tettecttet
ctgctgettyg
ataacctgga
tggactcecat
agaaatacag

tttcaacaaa

gctcatggea
cggattecee
tctccatgag
ttgggatgag
ggaagcatgt
catcetgget
cagcecttgt

aaacttgcaa

catggcacaa
attccccgag
ctatgagctg
ggatgagacc
agcatgtgtg
cctggetgtg
cccttgtgece

cttgcaagaa

120

180

240

300

360

420

480

501

120

180

240

300

420

498
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<210> 81
«<211> 501

<212> ADN

<213> Becuencia artificial

<220>

369

<223> Construccién sintética 25epil9c2

<400> 81

atgtgcgacc
cagatgcgtc
gaagaggaat
ctcatccagce
accctgetygg
gttatccagg
gttcgtaaat
gcttgggaag

gaatccetge

<210> 82
<211> 501

<212> ADN

tgcegeagac
gcatttccee
ttgacggtca
aaaccttcaa
agaaatttta
aagttggtgt
actteccgteg
ttgtacgtgc

gttccaaaga

cecactcecty
gttctcetge
ccaggctcag
cetgttetec
catcgaactg
tgaagagatc
catcaccctg
tgaaatcatg

<213> Secuencia artificial

<220>

tccaacegtc
cttaaggacc
aaagttcagyg
accaaagact
ttccagcaaa
gctctgatga
tacctgaccg

agatctttct

<223> Consetruccidén sintética 25epilfc3

<400> 82

gcaccctgat
gtcacgactt
ctatcttcct
cttecgegge
tgaacaatct
acgttgactc
aaaaaaagta

ccttctccac

gctgatgget
cggtttcecg
gctgtacgag
ttgggacgaa
agaagcatgt
catcctggcet
ctcceegtge

caacctgcag

120

180

240

300

360

420

480

501

atgtgtgatc tgcctcagac ccacagcectg agtaacegtc gcactctgat gcetceatggea 60

caaatgcgtc gcatctctee tttctectge ctgaaggaca gacatgattt cggattccce 120
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gaggaggagt
ctgatccage
accctcctag
gtgatacagg
gtgaggaaat
gcctgggagg

gaaagcttac

<210> 83
<211> 498

<212> ADN

ttgatggcca
agaccttcaa
aaasattcta
aggttggggt
acttccgtcg
ttgtcagage

gcagcaagga

ccaggcccag
tetcttcage
cattgaactt
ggaagagatt
catcactcte
agaaatcatg

«<1131> Secuencia artificial

<220>

370

aagqgttcaag
acaaaggact
ttccagcaaa
gcocctgatga
tatctgacag

agatctttct

<223> Construccidén sintética 25epiiecl

<400> B3

tgtgatctgc
atgaggagaa
gaggagtttg
atccagcaga
ctcctagaaa
atacaqggagg
aggaaatact
tgggaggttg

agcttacgca

<210> B84
<211> 501

<212> ADN

ctcagaccca
tectetecttt
atggccacca
ccttcaatct
aattctacat
ttggggtgga
tccgtegeat
tcagagcaga

cagcctgagt
ctcectgectg
ggcccagaag
cttcagcaca
tgaactttac
agagattgcc
cactctetat

aatcatgaga

aacaggagga
aaggacagac
gttcaagcca
aaggactcat
cagcaactga
ctgatgaatyg
ctgacagaga

tctttectett

ccatcttect
catctgetge
tgaataacct
atgtggacte
agaagaaata

ctttttcaac

ctctgatget
atgatttcgg
tctececgttet
ctgotgottg
atgacctgga
tggactccat
agaaatacag

tttcaacaaa

tctctatgag
ttgggatgag
ggaagcatgt
catcectgget
cagccecettgt

aaacttgcaa

catggcacaa
attcecccgag
ccatgagctg
ggatgagacc
agcatgtgtg
cctggectgtg
ceccttgtgee

cttgcaagaa

is0
240
00
360
420
4180

501

60

120
180
240
o0
360
420
480

498
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<213> Secuencia artificial

<220>

371

«223> Construccidén sintética 25epl26cz

<400> B4

atgtgtgatc
caaatgegtce
gaggaggagt
ctgateccagc
accctcctag
gtgatacagg
gtgcgtaaat
gcctgggagg

gaaagcttac

<210> 85
<211>» 501

<212> ADN

tgcctcagac
gcatctctec
ttgatggcca
agaccttcaa
aaaaattcta
aggttggggt
acttccgtcg
ttgteegege

ccacagecty
tttctectge
ccaggcccag
tctcttcage
cattgaactt
ggaagagatt
catcactcte
agaaatcatg

<213> Secuencia artificial

<220>

agtaaccgtce
ctgaaggacc
aaggttcaag
acaaaggact
taccagcaac
gccctgatga
tatctgacag

cgetetttet

<223> Construccién sintética 25epizéc3

<400> 85

atgtgtgatc
caaatgcgte
gaggaggagt
ctgatccage

accctcctag

tgcetcagac
gcatctctceo
ttgatggcca
agaccttcaa

aaaaattcta

ccacagecetg
tttctectge
ccaggecccag
tetetteage

cattgaactt

gcactctgat
gccatgattt
ccatcteccgt
catctgetge
tgaatgacct
atgtggactce
agaagaaata

ctttttcaac

gctcatggca
cggattccee
tctcecatgag
ttgggatgag
ggaagcatgt
catcectgget
cagcccttgt

aaacttgcaa

120

180

240

300

360

420

480

501

agtaaccgtc gcactctgat gctcatggca 60

ctgaaggaca gacatgattt cggatteccec 120

aaggttcaag ccatctcecegt tetceccatgag 180

acaaaggact catctgctgc ttgggatgag 240

taccagcaac tgaatgacct ggaagcatgt 300
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372

gtgatacagg aggttggggt ggaagagatt gccctgatga atgtggactc catcctgget 360

gtgaggaaat acttccgtcg catcactcte tatctgacag agaagaaata cagccettgt 420

gcctgggagg ttgtcagagce agaaatcatg agatctttcoct ctttttcaac aaacttgcaa 480

gaaagcttac gcagcaagga a

<210> 86
<211> 498

<212> ADN

<213> Becuencla artificial

<d20>

<223> Construccldén sintética 25epi2f9cl

<400> 86

tgtgatctge
atgaggagaa
gaggagtttg
atccagcaga
ctcctagaaa
atacaggagg
aggaaatact
tgggaggttyg

agcttacgca

<210> 87
<211> 501

<212> ADN

ctcagaccca
tetetecttt
atggccacca
ccttcaatct
aattctacat
ttggggtgga
tccgtegeat
tcagagcaga

gcaaggaa

cagcctgagt
ctectgectyg
gttccagaag
cttcagcaca
tgaactttte
agagattgcc
cactctetat

aatcatgaga

«<213> Secuencia artificial

<220>

aacaggagga
aaggacagac
actcaagcca
aaggactcat
cagcaaatga
ctgatgaatg
ctgacagaga

tetttectett

ctctgatget
atgatttegy
tcteeogttct
ctgctgcttg
ataacctgga
tggactccat
agaaatacag

tttcaacaaa

catggcacaa
attcceccgag
ccatgagety
ggatgagacc
agcatgtgtg
cctggetgtg
ccecttgtgee

cttgcaagat

501

60

120
180
240
300
360
420
480

498
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<223> Construccién eintética 25epil2f9c2a

<400> 87

atgtgegace
cagatgcgca
gaagaagaat
ctgatccagce
accctgetgg
gttatccagg
gtccggaaat
gettgggaag
gactcecetge
<210> B8
<211> 501
<212> ADN

<213>

«220>
<223>
<400> 88

atgtgtgatc
caaatgegtce
gaggaggagt
ctgatccage
accctectag
gtgatacagg
gtgaggaaat

gcctgggagg

tgccgeagac
gaatctccce
ttgacggtca
agaccttcaa
aasaaattcta
aagtaggtgt
acttcecgteg
ttgtgegege

gttccaaaga

tgcctcagac
gcatctctce
ttgatggcca
agaccttcaa
aaaaattcta
aggttggggt
acttccgtcg

ttgtcagagc

ccactceetyg
gttctectge
ccagttccag
cetgttctcee
catcgaactg
tgaggaaatc
catcaccctg
tgaaatcatg

Secuencia artificial

ccacagcctg
tttctecetge
ccagttccag
tctettecage
cattgaactt
ggaagagatt
catcactctc

agaaatcatg

tccaaccgte
cttaaggacc
aaaacccagg
accaaagact
tttcagcaga
gctctgatga
tacctgaccg

cgtteettet

Construccién sintética 25epi2gc3

agtaacegte
ctgaaggaca
aagactcaag
acaaaggact
ttccagcaaa
gccoctgatga
tatctgacag

agatctttct

gtaccctgat
gtcacgactt
ctatctcecegt
ccteccgegge
tgaacaacct
acgttgactc
asaaaaaata

ccttetecace

gecactctgat
gacatgattt
ccatctccgt
catctgctge
tgaataacct
atgtggactc
agaagaaata

ctttttecaac

getgatgget
cggtttececca
tcttcatgaa
ttgggacgaa
agaggcatgt
catcctgget
ctcceegtge

caacctgcag

gctcatggeca
cggattccece
tcteccatgag
ttgggatgag
ggaagcatgt
catcctgget
cagcccttgt

aaacttgcaa

60

120
180
240
300
360
420
480

501

60

120
180
240
300
360
420

480
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gatagettac gcagcaagga a

<210> 89

<31ll> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

«220>

374

<223> Construccién sintética l4epilSmi

<220>

<221>» CDS

<222> (57)...(560)

<400> 89

501

caattgtgag cggataacaa tttcacacag aattcattaa agaggagaaa ttaact atg 59

tgc gac

Cys Asp

ctg cta

Leu Leu

cgt cac

Arg His
a5

ctg

Leu

gct
Ala
20

Asp

CCg cag acc cac

Pro Gln Thr His

cag atg cgt aga
Gln Met Arg Axg

ttc cgt tte cece
Phe Arg Phe Pro

40

tcc ctt gga
fler Leu Gly

10

ata tcc ctg
Ile Ser Leu

Gln Glu Glu

cac cgt cgg acc
His Arg Arg Thr
15

ttc tcc tge ctt
Phe Ser Cys Leu

ttt gat ggqt aac
Phe Asp Gly Asn

45

Met

atg atg
Met Met

Lys Asp

cac gct

His Ala

107

155

203
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Gln

tte

Phe

ctg

gaa

Glu

ctg
Leu

130

cge

tcc

Lys

Asn

cty

Leu

gca

Ala

gtt
val

115

tac

Tyr

gct

Ala

ctg

gtt

Val

ctyg

Leu

Glu

tgc

100

gac

Asp

ctg

Glu

cgt

Gln

tte

Phe

aaa
Lys
as

gtt

Val

tecc

Ser

act

Thr

atc

Ile

tecec

gct
Ala

tcec
Ser

70

tte

Phe

atg

Met

atc

Ile

Glu

atg
Met

150

atc
Ile

tac

Gln

ctg

Leu

aaa
Lys

135

cgt

ttc

Phe

Lys

atc

Ile

Glu

gct
Ala

120

Lys

tce

Ser

taa

ctg

Leu

gac

ABp

a3lu

gta
val

105

gtc

val

tac

ttc

Phe

ttt

Phe

tce

Ber

ctg
Leu

ggt
Gly

cg9g9

tece

Ser

tce

Ser

375

tac

Tyr

tce

Ser

75

ttec

Phe

gtt

val

Lys

Pro

ttc

155

gaa
Glu

gcg

Ala

cag

Gln

Glu

tac

tgc

Cys
140

tce

Ser

atg

Met

gect
Ala

Gln

gag
Glu

ttc
Phe

125

gct

Ala

acc

Thr

atg

Met

tgg

atg

Met

acc

110

Gln

tgg
Txp

Asn

taagcttaat tagctgagc

Gln

gac

ABsp

aac
Asn

cca

Pro

cgt

Glu

ctg

Leu

Gln

gaa
Glu

gat

Asp

ckg

Leu

atc

Ile

gtt

Val

cag
Gln

160

acc
Thr

acc

Thr

cta

Leu

atg

Met

Thr

gtg
Val

145

Glu

a51

347

385

443

491

539

579
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376
S8er Leu Arg Ser Lys Glu *

165

<210> 90
<211> 579
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220%>

«<223> Construccién sintética 25epllSm

<220>
<221l> CDS

<222> (57)...(560)

<400> 90
caattgtgag cggataacaa tttcacacag aattcattaa agaggagaaa ttaact atg 59
Met

1

tge gac ctg ccg cag acc cac tec ett tect aac cgt aga acc ctg atg 107
Cys Asp Leu Pro Gln Thr His Ser Leu Ser Asn Arg Arg Thr Leu Met

5 10 15
ctg atg get cag atg cgt cgt att tct ccg tte tect tge ctt aag gat 155
Leu Met Ala Gln Met Arg Arg Ile Ser Pro Phe Ser Cys Leu Lys Asp

20 a5 a0

cgt cac gac ttc ggt ttc cca gaa gag gaa ttt gac ggt cac cag gct 203
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a5

cag aaa
Gln Lys

ttc aac

Phe Asn

ctg ctg

Leu Leu

gaa gca

Glu Ala

aac gtt
Asn Val

115

ctg tac

Leu Tyr
130

egt get

Arg Ala

Asp

gtt

val

ctg

Leu

gag
Glu

tgt

Cys
100

gac

Asp

ctg

Leu

Glu

Phe

cag

Gln

ttc

Phe

aaa
Lys
85

gtt

val

tece

Ser

atc

Ile

aly

gct

Ala

tect
Ser

70

ttt

Phe

atc

Ile

ate

Ile

gaa

Glu

atg
Met

150

Phe

atc
Ile

acc

tac

Gln

ctg

Leu

aaa
Lys
135

aga

Pro

40

ttc

Phe

Lys

atc

Ile

gaa

Glu

gct

120

aag

Lys

tet

Ser

Glu Glu

ctg ctg

Leu ILeu

gac tct

Asp Ser

gaa ctg
Glu Leu

gtt ggt
val Gly

105

gtt cgt

Val Arg

tac tcc

Tyr Ser

ttc tce

Phe Ber

377

Glu

tac

Tyr

tece
Ser

75

tte

Phe

gtt

Val

Lyna

Pro

ttec
Phe
155

Phe

gag
Glu

gcg
Ala

cag

Gln

Glu

tac

tgc

140

tce

Ser

Asp

45

ctc

gect
Ala

Gln

gag
Glu

tte
Phe

115

gct
Ala

ace

Gly

atc

Ile

tag

Trp

atg

Met

atc
Ile

110

cgt

tag
Trp

aac

Amn

His

Gln

Agp

aac
Asn

gect

Ala

Glu

ctg

Leu

Gln

Gln

gaa
Glu

aat

Asn

ctg

Leu

atc

Ile

gtt

Val

cag
Gln

160

Ala

acc

Thr

cta

Leu

atg

Met

ace

Thr

gta
val

145

Glu

251

347

441

491

5319
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A. Cinéticas virales
clisicas que no
responden

A. Cindticas virales
clisicas que
responden

”»

Clneticas virales durante la terapla con IFN
Dos fases distintas-ambas dependientes de dosis

Fig 1

fase temprana (primercs dos dias)

Producclén reducida del
virén

fase tardia {primeros 14 dias)

tres
mecanismos

-sliminacién por CTL de céluias
Infectadas

-produccion reducida del virén
-spoptosis Indicida por IFN

9/9
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2/9
. 20 . 40 4 60 ‘ 80
l4epil8 : CDLPQTHSLGHRRTMMLLAQMRRISLFSCLKDREDFRFPQEEFDGNHAQKVQAI FLFYEMMQQTFNLFSTKDSSAAWDETLLEKF :
hIFNa-la ..E. .DN...L...... S...PS...M.....G.e....... QF..AP..SVLH.LT..I....T.e.veenueen D..D.. :
hIFNa-2b .AET.PVLH..I..I...... evenssaenans
hIFNa-4b- ..T...SVIH..I......... | TP EQS.....
hlFNa-5 WAL SVLH, . L. iieiineans Tevannae
hiFNa-6 ..AE..SVLH.VI............. V....R..D.L
hIfNa-7 .T...SVLH..[......... Feovensos EQS.....
hiFNa-8b AL.L.SVLH. Il eeeeliavaa,
.hlFNa-10a A,..SVLH,.I......... EB...... EQS.....
hlFNa-14a : WAL, WSVLH. ... P .
hIFNa-16 : B - P P
hIFNa-17b : T,...SVLH..I......... E..... EQS.....
hIFNa-21b : .......... N..ALIL..... G...P... e Geeovennnn QF..A...SVLH..I....cvavenean. T.EQS.....
* 100 N 120 * 140 * 160

l4epilB ¢ YIELFQQMNDLEACVMQEVGVEETPLMNVDSLLAVRKYFQRITLYLTEKKYSPCAWEVVRAEIMRSFSFSTNLQESLRSKE : 166
hIFNa-la Cl..Y¥. . Lecevevenes ER.G..c. v A...... KioeReuieeraanassoensonsencaass L:L..... .+R..R.. 166
hiFNa-2b : .T..V. [ P S KE....ovnunnnnnnsn Restinsrenarannenanses Levennveonnnn 165
hIFNa-4b ST..Y..L....... it i it eenrasaa s ensassananra s annbannne L.eevonss KKk..R.[; 166
hIFNa-5 LT..Y.. 166
hIFNa-6 .T..Y. 166,
hIFNa-7 £Y..Y.. 16¢
hIfNa-8b en DL .KR. 166
hIFNa-10a ST..Y,.L....... ) - B Leaaaas “KR..R.[L 166
hIFNa-14a : ........ccicun- S - ++...KR..R.D : 166
hIFNa-16 : ....... | b 7 - MG, . i ennnaasnnsssvannonns KG..R.D : 166
hIFNa-17b : ST..Y..L.N..... I....M......n E.cieroervronnacsaosnssoscesassesanann L.ocessos KI..R.D 166
hIFNa-21b : ST..N..G....... e Keviieniiatianiaiaeasesaannaanaas L.KIF..R..R.. : 166

85
85
84
85
85
85
85
85
a5
g5
85
85
&5

9 \B



3/9
# 20 . 40 . 60 v 80
25epil9 CDLPQTHSLSNERTLMLMAQMRRISPFSCLKDRHDFGFPEEEFDGHQAQKVQAIFLLYELIQQTFNLFSTKD*SAAWDETLLFKF :
hIfNa-1a : ....E....D....... L...S....8...Meioounnn Q..... N.F..AP..SV.H..... b G D..D.. :
hIFNa-2b : ......... GS...... Licicnns L.. ........... Q...—.N.F..AET.PV.H.M...DI.uuerennecnannsnas D..
hIFNa-4b : ......... G...A.I.L...G...H......... heteeanianan F..T...SV.H.M.......... Eiernnn EQS.....
hIFNa-5 : ...eeee-- cenanan h SR - A Q..... N.F..A...SV.H.Mi..oovnnnnnnnnns Tevereo D.. :
hiIFNa-6 : ....... ..GH...M..L....... b P R..Q..... N.F..AR..SV.H.V....cueurnnn. V....R..D.L :
hiFNa~-7 & ......- e:Re A T.LieGuerenrnnenns E.R.vevennno WF..T...SV.H.M....c0nunus Eeevenn EQS-....
hIFNa-8b RN  JUPP - WH 5 /T ..E..Q DK.F..A...SV.H.M........c0munns L.o.... DE
hIFNa-10a : ......... (e TS S 3 1 SO RI.Q..... N.F..A...SV.H.M.......... E. ..EQS.....
hIFNa-l4a N.5..... . [ B..Quennn N.F..A...SV.H.MM.......... Nevivrronnonns
hIFNa-16 : .... «G...A.T.L...G...Heu.. ... Yo.... Q.Ve. N.F..A...SAFH. M. ..t ecennrnanrnnsasnnn D
h1FNa-17b : ......... [T U5 5% AR - S, L.Q..... N.F..T. .SV.HM.......... E.evrnn EQS. .
hifNa-21b : ..... Y - TR W % PR T Q... N.F A...SV.HM. .o oernvnnannns T.EQS.....
* . 106G * 120 * 140 . 150

25epil9 : YIELFGOMNNLEACV1QEVGVEEIALMNVDSILAVRKYFRRITLYLTEKKYSPCAWEVVRAEIMRSFSFSTNLQESLRSKE : 186
hIFNa-la : JT..Y .L.D..... M. BR.G.TP... 0 .vuv o Kusueunnanans soneciananneanans L.L...... R..R. : 166
hIFN&-20 : .T..¥..L.D....... G...T.TP..KE...co0u..- [+ JORI Kecoervroaoaannnnnaannn ) AP veeaea : 165
hIFNa-4b ST..Y..L.Dicureueeannn- TPeiereannrnnnnns Qeiierecnennnensacananasnns ) PR KR..R.D : 166
hIFNa-5 T..Y¥..L.D....MM...... DTP........ Tevunn o TP L.A R..R.. : 166
hIFNa-6 T..Y..L.D..... M...W.GSTP...E.....cuu.. o T 5.R R..R.. : 166
hIFr2-7 ST..Ye LuDeriewoananons TP...E.Fuveennnn Denunn- . SR heearecaean KKG..PR.D : 166
hIF¥a-6b : ....D..L.D..S5..M..... I.SP..YE....0.u.- 1« J [ F e L.I...KR.K... : 166
hIFNa-10a : ST..Y..L.Devuuvvveronan TP.e.Buvreannnnn [« TP | - S Liveaenn KR..R.D : 16&
h1FNa-14a : ......... | J TP...E.cuvuvnn Y« DO Metiinnanannnns Ceereereaeans KR..R.D : 166
hIFNa-16 : ....... L.D..... N Eeveennnnne Q...... MGovroverennacerannaaanacans KG..R.D : 166
hIFNa-17b : ST..Y..Luceeoseansnn M..TP...Ecv.uuuunn- Quvivecnncaacancannsosnnons Loveeann KI..R.D : 166
hIFNa-21b : ST..N..L.D...veevcennns ) : 2 S« J L.KiF..R..R.. : 166

qlq
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REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE
PCT

PATENTE DE INVENCION [ X ] MODELO DE UTILIDAD [ 1
¢ Indicacion de que se solicita la concesion de una patente (X14L
¢ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [X] \.
¢ Descripcion de la invencién [X]
¢ Dibujos de ser estos pertinentes [ ]
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas X1
COMPLETA [X] _ INCOMPLETA []
DISERO INDUSTRIAL [ |
¢ Indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industrial [ ]
¢ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢ Representacién gréafica y fotografica del Disefio Industrial o muestra del material

que incorpora el disefio [ ]
¢+ Comprobante de pago de las tasas establecidas [ 1]
COMPLETA [ 1] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

¢ Indicacién de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado | [ ]
¢ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢ Representacién grafica del esquema trazado [ ]
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

= do B

Firma Responsable

Fecha 9-0OY ° 6 Carrera 13 No. 27-00Piso5.gy10

Conmutador: 3 82 08 4
Fax: 350 52 20
E-mall: info@sic.gov.co
Www.sic.gov.co
Bogota, D.C., Colombia
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NOVEDAD DE LA INVENCI N

REIVINDICACIONES

i

E

“Hiero en 1 a 16 posiciones de aminoacidos a partir del SEQ ID NO: 1 y (b)

I T A

-,

1.- Un polipéptido aislado o recombinante que comprende una secuencia la

B, una 0 més sustituciones en relacién con SEQ 1D NO: 1 seleccionada a partir

 que consiste de F48A/L; V51P; F55A; F65A; FEBP; L111A; y V114P; dicho

exhlbe actividad antiviral.
2.- E! polipéptido de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado

e comprende una secuencia que difiere da SEQ ID NO: en 1 a 10

%de aminodcidos.
. 3- E1 polipéptido de conformidad con la relvindicacidn 1, caracterizado
‘arque comprende una secuencia que difiere de SEQ ID NO: 1 en 1 a2 8
3 de aminoécidos.

-4.- El polipéptido de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado
“rque comprende adicionalmente una o mas sustituciones seleccionadas a
Jupo que consiste de H47Q; V51A; Q52P/E; AS3T; F55S; L56V: F57L.; Y58H:
13K; VI114E; y E 160D.

| 5.- El polipéptido de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado

9ique comprende una secuencia seleccionada a partir del grupo que consiste

JNO: 2-35.

It

— 21




REPUBLICA DE COLOMBIA
BUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogot4,
2020

Doctor (a)

LLOREDA RICADRTE ALICIA
Apoderado{a) y/o Representante de
MAXYGEN, INC.

F HOFFMANN LA ROCHE AG

REFERENCIA Radicacién No. 06 121175
Solicitud internacional PCT/UB2005/017471
Fecha inicio fase nacional 19/12/2006

Trémite 11
Evento 379
Actuacién 430
Oficio No.

---14708

Como resultado dJel examen de forma, realixzado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisién 486 de la Comisidén de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperaciém en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Buperintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiena la copia del documento que consta la cesidn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Daciselsn 486.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisiémn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacisn del presente oficio, complete los requisitos anteriormemte enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
conslderari abandomada y perderé su prelaclién.

Notifiquese el presente oficlio conforme a lo dispuesto aen el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.1l0 de 2001.

ALIX CARMEN CESBPEDES DE VERGEL
Jafe de Jz.a/d.lvisidn"de Nuevas Creaclones
ior

El ant requerimiento fue notificadc por filjaciém en 1lista de

:::hv:rado ? iiﬂm .



