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DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
Ciudad

REFERENCIA:  Expediente No. 07 — 062.159

TITULO: “UNA MUTEINA RECOMBINANTE DEL INTERFERON ALFA HUMANO
GLICOSILADO, UN GEN QUE CODIFICA PARA DICHA MUTElI\'lA,
UN METODO DE PRODUCCION DE DICHO GEN, UN METODO
PARA OBTENER UNA CELULA EUCARIOTA PRODUCTORA DE
DICHA MUTEINA UN METODO PARA PRODUCIR DICHA MUTEINlA,
UN PROCEDIMIENTO PARA PURIFICAR DICHA MUTEINA, UNA
COMPOSICION FARMACEUTCIA DE DICHA MUTEINA, EL USO HIDE
DICHA MUTEINA PARA ELABORAR UN MEDICAMENTO”

SOLICITANTE: PROTECH PHARMA S.A

TRAMITE: Respuesta a Concepto Técnico notificado mediante Oficio
No. 8705 del 30 de mayo de 2012.

JAIME EDUARDO DELGADO VILLEGAS, en mi condicion de apoderado de la sociedaL
PROTECH PHARMA S.A., dentro del término legal, presento respuesta a Concepto Tecnice
notificado mediante Oficio No. 8705 del 30 de mayo de 2012.

1. EXCEPCION A LA PATENTABILIDAD (Art. 20 literal d) D486)

El Examinador Técnico manifiesta:
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“El objeto de las reivindicaciones 58 — 60 no es patentable de acuerdo con
el articulo mencionado”.

R/: Nuestro poderdante DESISTE de las Reivindicaciones 58 a 60 de acuerdo a lo
expresado por el Examinador Técnico de Patentes y a las exigencias del Art. 20
literal d) de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad Andina.

2.  REIVINDICACIONES RELATIVAS A UN USO O A UN SEGUNDO USO (Art. 14 y
21 D486)

El Examinador Técnico manifiesta:

“El uso de las reivindicaciones 61 - 64 no es patentable, de acuerdo con el
Art-14.”

R/: Nuestro poderdante DESISTE de las Reivindicaciones 61 - 64 de acuerdo a lo
expresado por el Examinador Técnico de Patentes y a las exigencias de los Art- 14
y 21 de la Decision 486 de la Comisiéon de la Comunidad Andina.

3. DE LA SOLICITUD DE PATENTE.

Titulo
El Examinador Técnico de Patentes objeto el Titulo porque:
“El titulo no corresponde con el objeto de la solicitud porque hace referencia

a materia no patentable, por lo cual se sugiere al solicitante hacer la
correccién necesaria’. ’

R/: Nuestro poderdante se permite modificar el titulo de la invencidn, el cual pone a

consideracion del Despacho como sigue:

“MUTEINAS RECOMBINANTES DEL INTERFE’RC')N ALFA
HUMANO GLICOSILADAS Y METODO DE OBTENCION”
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Reivindicaciones

El Examinador Técnico de Patentes objeto el Capitulo Reivindicatorio porque:

“El capitulo reivindicatorio carece de concision porque utiliza las expresiones
“interferén alfa humano”, “con al menos un sitio de glicosilacién en una
posicién de su secuencia aminoacidica”, “una estructura secundaria tipo alfa
hélice”, ‘“un sitio de N-glicosilacién” “una secuencia consenso de

glicosilacion”, ..., lo cual dificulta determinar la extension del objeto que se
busca proteger”.

“Para las expresiones “interferén alfa humano”, “una estructura secundaria
tipo alfa hélice”, “una secuencia consenso de glicosilacién”, “una muteina
recombinanate del interferpon alfa humano”, “gen que codifica para el
interferon alfa humano 2b”, ..., no se define la secuencia de aminoécidos o
nucledtidos. Se recuerda al solicitante que un péptido y un acido nucleico se
definen por sus secuencias de aminoéacidos y nucleétidos, respectivamente”.

“Para las expresiones “con al menos un sitio de glicosilacién en una posicién
de su secuencia aminoacidica”,... , no define la posicién en la secuencia de
aminoécidos, ni el tipo de sustitucion”,

“La reivindicacién 1 no es clara porque caracteriza la mutelna recombinante
por su estructura secundaria. Se recuerda al solicitante que una protelna se
caracteriza por su secuencia de aminoacidos”.

“Las reivindicaciones 25 ~ 45 utilizan en el preambulo el término "gen”, el
cual es impreciso. Para dar mayor claridad al capltulo reivindicatorio, se
sugiere reemplazar este término por “un acido nucleico” o "una secuencia de
nucleétidos®, caracterizado por la respectiva secuencia de nucleétidos”.

“Las reivindicaciones 46 — 48 y las reivindicaciones 49 y 50 hacen referencia
a un meétodo y a un procedimiento, respectivamente. Se sugiere utilizar el
término “metodo” para las reivindicaciones de procedimiento, para dar mas
claridad al capltulo reivindicatorio. Se recuerda al solicitante que un método
Se caracteriza por una serie de etapas definidas y las condiciones en las
cuales se lleva a cabo. Por ejemplo, en la reivindicacién 49, no se define la
célula eucariota y la secuencia del vector con el cual se transforma’,

“La reivindicacién 50 no es clara porque hace referencia a la etapa de
purificacion de la reivindicacion 49, pero la reivindicacion 40 en la etapa b),
hace referencia a “aislar’ la muteina recombinante. Se sugiere hacer la
aclaracién necesaria”.

“Las reivindicaciones 55 y 56 hacen referencia a un método de tratamiento,
por lo cual se requiere eliminarlas del pliego reivindicatorio”.
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“La reivindicacion 57 hace referencia a la combinacién de la mutelna con
ribavirina. Sin embargo, no se encuentra soporte en la descripcién de un
efecto sinérgico de esta asociacion, por lo que se requiere eliminar esta
reivindicacién del pliego reivindicatorio”,

‘Dado que esta solicitud se refiere a secuencias de nucleétidos o
aminodcidos, deben presentarse las listas en forma separada de la

descripcion, bajo el titulo: “Listado de secuencias” y anexarlas en formato
digital”.

R/: Nuestro poderdante se permite manifestar que de acuerdo a las sugerencias del

Examinador Técnico de Patentes procedio a modificar el capitulo reivindicatorio.

La nueva Reivindicacion 3, que se refiere a la estabilidad frente a Nglicanasas
de al menos 70% respecto de la concentracién inicial luego de 300 minutos de
reaccion, se sustenta en el parrafo 3 de la pagina 35 de la solicitud original, en
todo el ejemplo 7 y en la Figura 5. En particular el método en detalle esta
descrito en el ejemplo 7.

La nueva Reivindicacion 11 se sustenta en la tabla V del ejemplo 13 en la
pagina 44 de la solicitud original, mientras que el método de determinacién del
clearance plasmatico esta descrito en el ejemplo 13.

DESISTE de las Reivindicaciones 58 a 60 y 61 a 64 de acuerdo a lo expresado
anteriormente. |

Por lo tanto el solicitante pone a consideracidon del Despacho un NUEVO
“CAPITULO REIVINDICATORIO de la invencion que comprende treinta y cinco
(35) Nuevas Reivindicaciones en ocho folios, que cumplen con los requisitos
de claridad exigidos por el art. 30 de la Decision 486.

Descripcion
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Nuestro poderdante se permite manifestar que modificé la descripcion de la invencién
(VER ANEXO 1) para darle mayor claridad y precision, para lo cual:

Se agregaron dos parrafos entre los parrafos 2 y 3 de la pagina 2 de la solicitud
original que explicitan parte del estado de la técnica que es de dominio publico y
disponible para cualquier técnico en la materia a la fecha de la solicitud. En estos
parrafos agregados se detallan dos trabajos cientificos: “Radhakrishnan et al. 1996.
Zinc-mediated dimer of human interferon-a2b revealed by X-ray crystallography.
Structure 4 (12): 1453-1463" ANEXO 2 y “Klaus et al. 1997. The three-dimentional high
resolution structure of human interferon-a2a determined by heteronuclear NMR
spectroscopy in solution. J. Mol. Biol. 274: 661-675", ANEXO 3, a partir de los cuales,

en los affios 1996 y 1997, queda establecida la estructura secundaria de los
interferones alfa 2.

A partir de estos trabajos quedan totalmente definidas para cualquier técnico en la
materia las posiciones aminoacidicas involucradas en estructuras
involucradas en estructuras secundarias tipo alfa hélice. Estos trabajos divulgan las
posiciones consideradas en la presente invencion. No debe entenderse por este

agregado del estado de la técnica la incorporacién de materia nueva a la presente
solicitud.

En el mismo sentido, se ha corregido la Figura 1 y para mayor claridad se dividio en la
Figura 1a y Figura 1b, modificandose la breve descripcién correspondiente a dichas

figuras para lograr la claridad necesaria.

Para explicitar el estado del arte, ademas se agregd la cita de la solicitud
W02006020580 (D2) a continuacion del parrafo 1 de la pagina 6 de la descripcion de

la solicitud original de la presente invencion.
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Se ha agregado al ejemplo 7 una breve explicacion aclaratoria para darle mas
claridad y se han corregido algunos errores. Estas modificaciones realizadas en el
ejemplo 7 no agregan nueva infdrmacién, sino que estan sustentadas en- las
explicaciones dadas en el parrafo 4 de la pagina 12 de la solicitud original.

Con el objeto de mejorar la claridad de la descripcion y para facilitar la comprension de
la descripcion modificada (ANEXO 1), se agrega, luego de los objetos de la
invencion, que culminan al final de la pagina 9 de la solicitud original, una breve
descripcion de la invencién, que no aporta nuevo material a la solicitud original, sino
que sblo reitera lo expresado en el nuevo pliego reivindicatorio que restringe el

espectro reivindicado con respecto al pliego original.

2. DEL ANALISIS DE PATENTABILIDAD.

Novedad.

El Examinador objeta la novedad de la invencién para las reivindicaciones 1 a 54 con
los documentos D1 (W02004019856) y D2 (W02006020580) porque:

‘D1 ensefia una isoforma del interferén alfa modificado en su secuencia de
aminoécidos que tiene al menos una secuencia consenso de glicosilacién Asn-
X-Ser/Thr (Pag. 6, lineas 2-5). D1 también ensefia un gen que codifica el
interferén alfa, un vector de expresién que comprende el gen, una célula
hospedera transformada o fransfectada con el vector de expresién (Pég. 4,
lineas 14-169, un método para producir el interferén que comprende cultivar la
celula hospedera que comprende el vector de expresién recombinante (P4g. 5,
lineas 3-8) y una composicién farmacéutica que comprende el interferén alfa
(Pé4g. 5, lineas 13-17)".

‘D2 divulga una variante hiperglucosilada de interferén alfa 2a o interferén 2b
que comprende uno o mas sustituciones simples de aminoécidos (Pag. 66,
pérrafo256). D2 ensefia que el interferon alfa comprende uno o mas sitios de
glicosilacién, que incluye la secuencia Asnh-X-Ser/Thr, donde el residuo de Asn
provee un sitio para N-glicosilacién (Pag.22, parrafos 107 y 108), que puede
estar en la posicién Lys70 (péarrafo 253). D2 igualmente divulga un
polinucledtido que codifica el interferén alfa (reivindicaciones 53-55) y donde la
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mutacion es generada utilizando la técnica de mutagénesis sitio dirigida
(parrafo 1051); un método para producir el interferén que comprende cultivar
una ceélula hospedera eucariota o procariota, la cual comprende un vector de
expresion recombinante y aislar y purificar el interferén del medio de cultivo
utilizando cromatografia de afinidad (pérrafos 547-550) y una composicion
farmacéutica que comprende el interferdn alfa (reivindicacion 1),

“En consecuencia, la reivindicacion 1 carece de novedad segun lo divulgado en
los documentos D1 0 D2".

‘Las reivindicaciones dependientes 2-24 no mencionan alguna caracteristica
que haga nueva a la muteina recombinante de la reivindicacién 1, por lo cual se
considera que no son nuevas. El objeto de las reivindicaciones 25 a 54 también
es anticipado por los documentos D1 0 D2 por lo que carecen de novedad”.

Con relacién a las objeciones del Examinador de Patentes con respecto a la

novedad de la invencion, el solicitante desea resaltar lo siguiente:

El documento D1 propone generar nuevos sitios de N-glicosilacion, mediante
la sustitucién de al menos un aminoacido por otro tal que se forme la
secuencia consenso Asn-Xaa-Ser/Thr en regiones fuera de alfa hélice en la
secuencia de aminoacidos del interferon alfa humano para incrementar su
estabilidad in vivo. En particular, en la pagina 9 parrafo 3 se sefiala que los
inventores del documento D1 han descubierto que la glicosilaciéon por
modificaciones en aminoacidos puede ser inducida en cualquier region
excepto en regiones helicoidales en la secuencia de aminoacidos del interferon
alfa humano. En el documento D1, la pagina 27 lineas 8 a 10, ejemplo 2, se
describe la seleccion de los sitios de N-glicosilacién en el interferén alfa humano;
para dicha seleccion se excluyen las regiones helicoidales en la secuencia de
aminoacidos de la proteina del interferén alfa humano. Por lo tanto, la alternativa
de realizar una sustitucion de un aminoacido en una regidén alfa hélice para
generar una muteina recombinante del interferén aifa 2b humano con al menos
un sitio de N-glicosilacién de secuencia consenso Asn-Xaa-Ser/Thr donde dicho
sitio es generado por la sustitucibn de un aminoacido que se encuentra

comprendido en una estructura tipo alfa hélice, y siendo dicho sitio seleccionado
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del conjunto comprendido por las posiciones Leu9, Arg12, Asn65, Leu66, Phe67,
Lys70, Phe84, Asn93, Glu113, Arg125, Met148, Ser150, Ser152, Leu153,
Asn156. Mas aun en el documento D1 se deduce que una sustitucion de un
aminoacido perteneciente a una estructura tipo alfa-hélice para generar una
secuencia consenso Asn-Xaa-Ser/Thr que permita obtener un sitio de N-

glicosilacién no tendria éxito.

Mientras que en los ejemplos 7, 12 y 13, de la presente solicitud de nuestro
poderdante, se comparan variantes con sitios de glicosilacion fuera de alfa
hélice, variantes con al menos un sitios de glicosilacién en una region
comprendida en una alfa hélice y variantes pegiladas, demostrando que la nueva
muteina recombinante del interferon alfa 2b humano con al menos un sitio de N-
glicosilacion de secuencia consenso Asn-Xaa-Ser/Thr donde dicho sitio es
generado por la sustitucion de un aminoacido que se encuentra comprendido en
una estructura tipo alfa hélice, presenta estabilidad sorprendentemente superior
frente a PNGasa F (como se observa en el ejemplo 7), mayor actividad biolégica
en el tiempo (ejemplo 12 y 13), y un clearance plasmatico sorprendentemente
menor comparando con las diversas variantes ensayadas.

Con respecto al documento D2, a pesar de que se proponen modificaciones
puntuales de aminoacidos, ninguna de estas modificaciones de un solo
aminoacido sugieren la obtencién de una secuencia consenso tipo Asn-
Xaa-Ser/Thr donde dicho sitio es generado por la sustitucién de un aminoacido
que se encuentra comprendido en una estructura tipo alfa hélice, y siendo dicho
sitio seleccionado del conjunto comprendido por las posiciones Leu9, Arg12,
Asn65, Leu66, Phe67, Lys70, PheB84, Asn93, Glu113, Arg125, Met148, Ser150,
Ser152, Leu153, Asn156, por lo que no puede ser considerada como una
sugerencia del arte previo para llegar a la invencion de la presente solicitud a

partir de la anterioridad mas relevante.
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Ademas, es evidente que el listado de modificaciones descrito en el documento
D2 responde a un andlisis tedrico que lleva a infinitas alternativas, sin la menor
sugerencia acerca de cual de tales infinitas alternativas pueden lograr el éxito
para solucionar el problema de obtener un interferén con mayor estabilidad
quimica y fisica, un perfil de liberacién en el tiempo mejorado, un proceso de
obtencién y purificacion simples respecto a los disponibles comercialmente en la
actualidad (tales como el IFN-pegilado con PEG 12000).

El documento D2 (W0206020580) divulga formulaciones orales de variantes
de polipéptidos resistentes a proteasas y variantes de polipéptidos
hiperglicosilados resistentes a proteasas, cuyas variantes de polipéptidos
comprenden al menos un sitio de clivaje de proteasa mutado en un sitio de
clivaje nativo presente en el polipéptido parental, y de esta manera exhibe
resistencia a proteasa incrementada comparado con el polipéptido parental.
Dicho polipéptido ademas incluye una porcién de carbohidrato unido a al menos
un sitio no-nativo de glicosilacion en la proteina terapéutica parental ¢ una
porcién de carbohidrato unido a al menos un sitio nativo de glicosidacion pero

que no se encontraba glicosilado en la proteina terapéutica parental.

El documento D2 divulga una serie de polipéptidos agonistas del receptor del
interferén tipo |, sintéticos, que incluyen a diversas variantes que involucran
polipéptidos con secuencias aminoacidicas modificadas para inhibir la accion de
proteasas y a su vez para generar sitios de glicosilacion. El documento D2 no
describe ni anticipa una muteina recombinante del interferon alfa 2b
humano con sélo un sitio de N-glicosilacion de secuencia consenso Asn-Xaa-
Ser/Thr generado por la sustitucion de un aminoacido que se encuentra
comprendido en una estructura tipo alfa hélice, donde dicho sitio es seleccionado
del conjunto comprendido por las posiciones Leu9, Arg12, Asn65, Leu66, Phe67,
Lys70, Phe84, Asn93, Glu113, Arg125, Met148, Ser150, Ser152, Leu153,
Asn156. Ni aun analizando en detalle las modificaciones aminoacidicas
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puntuales tedricas que propone el documento D2 en su larga enumeracion de
sustituciones puntuales para en el interferon tipo alfa 2b, a partir de la pagina 66
de dicho documento, se puede inferir, ni estan sugeridas aquellas que lleven a
obtener una muteina como la definida en la presente invencién en el parrafo
anterior.

Por otra parte, el documento D2 presenta una serie infinita de alternativas
para lograr polipéptidos agonista del receptor del interferén tipo |,
sintéticos, sin insinuar o sugerir aquellos que realmente conduzcan al éxito para
resolver el problema técnico planteado por la presente patenté de invencién de
nuestro poderdante. Ademas, la presente invencion logra una muteina de
extraordinaria estabilidad sin la necesidad de realizar sustituciones
tendientes a modificar sitios de clivaje de proteasas, tal como lo describe el
documento D2.

Tampoco se desprende de manera obvia, para un experto en la materia, a partir
de los documentos D1 y D2, que una muteina recombinante del interferdn alfa
2b humano con un sitio de N-glicosilacion de secuencia consenso Asn-Xaa-
Ser/Thr generado por la sustitucion de un aminoacido que se ehcuentra
comprendido en una estructura tipo alfa hélice, donde dicho sitio es seleccionado
del conjunto comprendido por las posiciones Leu9, Arg12, Asn65, Leu66, Phe67,
Lys70, Phe84, Asn93, Glu113, Arg125, Met148, Ser150, Ser152, Leu153,
Asn156, presente una estabilidad frente a Nglicanasas de al menos 70%
respecto de la concentracion inicial luego de 300 minutos de reaccion, segun el
método definido en el ejemplo 7. Siendo tales valores extraordinariamente
superiores a los obtenidos mediante la sustitucion de otro aminoacido que
genere una secuencia consenso fuera de alfa-hélice, tal como puede

comprobarse en la figura 5 correspondiente al ejemplo 7.

Menos evidente aun, a partir de los documentos D1 y D2, es la obtencién de una

muteina recombinante del interferén alfa 2b humano que presente un clearance
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plasmatico extraordinario e inesperado, con respecto a isoformas conocidas del
interferon alfa 2b humano tales como la forma natural o muteinas con sitios de
glicosilacion fuera de estructuras secundarias tipo alfa hélice, es particularmente
sorprendente que dicha muteina demuestre, tal como se evidencia en la
descripcion, variables farmacocinéticas comparables con la variante del
interferon pegilado con Polientilenglicol 12000 Da. Se obtienen a partir de la
presente invencion muteinas del interferon alfa 2b con un clearance
plasmatico igual o menor a 0,36 ml/min, en particular la muteina que
comprende los sitios de glicosilacion Prod, Arg23, Lys70 y Asp77, tal como lo
evidencia la tabla V del ejemplo 13.

Por otra parte en ninguno de los documentos D1 y D2 citados se sugiere que la
presencia de al menos un sitio de N-glicosilacidn obtenido a partir de una
modificacion de un aminoacido presente en estructura alfa-hélice otorgue a la
muteina del interferon alfa 2b caracteristicas superlativas de estabilidad y
clearance plasmatico, tal como se puede observar en los ejemplos de la
presente invencién. Mas aun es imposible deducir de manera obvia de los
documentos D1 y D2 por el Examinador la obtencion de una muteina del
interferon alfa 2b mutada en los sitios 4/23/70/77N que logre un clearance
plasmatico igual o menor a 0,36 ml/min, medido segun técnica descrita en el
ejemplo 13. a.

Por lo tanto, queda claramente demostrado que existen diferencias sustanciales entre los
documentos D1 y D2 con la muteina recombinante del interferén alfa 2b humano que se
desea proteger en la presente solicitud de patente de invencion de nuestro poderdante; para

lo cual pone a consideracion del Examinador Técnico de Patentes:

11



Marcas - Patentes ' Bogota D.C. - Colombia
Modelos - Disefios Avda. Kra. 24 Park Way No. 37 — 31 Of.
Nombres Comerciales — Ensefias 202
Propiedad Intelectual Tels. (571) 2444096 — 3690624
Registros en el Exterior ' Fax (571) 2442496 A.A. No. 6207
Registros Sanitarios INVIMA — ICA E-mail: mde@mdelaw.com
Acciones Judiciales ~Administrativas mdelawof@cable.net.co
Derecho Comercial — Industrial B [ ] B [ ] [ | mdeabogados@cable.net.co
Asesoria - Contratos - Otros . v

Corresponsalia a Nivel Mundial Mario Delgado Echeverry e Hijos Ltda. Miembros ACPI - ASIP - AIPPI

Abogados Consultores — Marcas y Patentes

- Un NUEVO TITULO DE LA INVENCION: “MUTEINAS RECOMBINANTES
DEL INTERFER()N ALFA HUMANO GLICOSILADAS Y METODO DE
OBTENCION”;

- Una NUEVA DESCRIPCION DE LA INVENCION en 58 folios;

- Un NUEVO CAPITULO REIVINDICATORIO el cual incluye treinta y cinco
Reivindicaciones (35) en 8 folios;

- Nuevas Figuras en 10 folios;

- Listado de secuencias en medio digital

los cuales cumplen con los requisitos de NOVEDAD, NIVEL INVENTIVO Y
APLICACION. INDUSTRIAL exigidos por la Decision 486 del Acuerdo de la
Comision de la Comunidad Andina; ademas, estamos dando respuesta al Concepto
Tecnico notificado mediante Oficio No. 8705 del 30 de mayo de 2012.

Por lo anteriormente mencionado, solicito respetuosamente se proceda a CONCEDER Ia
Patente de Invencion titulada: “MUTEINAS RECOMBINANTES DEL INTERFERON ALFA
HUMANO GLICOSILADAS Y METODO DE OBTENCION’ a nombre de la sociedad
PROTECH PHARMA S.A.

Anexos:

Anexo 1. Nueva Descripcion, Nuevas Reivindicaciones y Figuras (76 folios).

Anexo 2. Radhakrishnan et al. 1996. Zinc-mediated dimer of human interferon-a2b revealed by X-ray crystallography
{11 folios) i

Anexo 3. Klaus et al. 1997. The three-dimentional high resolution structure of human interferon-a2a determined by
heteronuclear NMR spectroscopy in solution. (15 folios)
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MUTEiNAS RECOMBINANTES DEL INTERFERON ALFA HUMANO
GLICOSILADAS Y SU PROCEDIMIENTO DE OBTENCION

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién pertenece al campo de la biologia molecular
relacionada con el desarrdllo de proteinas recombinantes. En particular
esta relacionada con muteinas recombinantes del interferén alfa humano
con propiedades farmacolégicas, quimicas y fisicas mejoradas;
procedimientos para obtener dichas isoformas y formulaciones
farmacéuticas para su uso en mamiferos, en especial para humanos que
requieran de tratamiento terapéutico con interferon. Mas particularmente
esta invencion esta relacionada con muteinas del interferén alfa humano,
que contienen al menos un aminoacido modificado en una posicion que
pertenece a una estructura secundaria tipo alfa hélice. Dicha modificacién
genera al menos una secuencia del tipo Asn-Xaa-Ser/Thr, introduciendo un
sitio susceptible de N-glicosilacion por glicosilacion del residuo de

asparagina en dicha secuencia.

ESTADO DE LA TECNICA

El grupo de citoquinas conocidas como interferones fue caracterizado por
primera vez en 1957, se los llamé interferones (IFNs) por su habilidad de
interferir en la replicacion viral, confiriendo una resistencia a la infepcién
desde las células infectadas a células no infectadas. Los primeros en
demostrar esta caracteristica de dichas citoquinas fueron Isaacs vy
Lindermann en 1957 (Proc R Soc Lond Biol Sci, Sep 1957; 147(927): 258-
67).

Los IFNs se dividen en dos grupos de acuerdo a sus propiedades

estructurales y funcionales: los interferones del tipo | (IFN-alfa, IFN-beta,



Y

IFN-omega) y los interferones tipo Il (IFN-gamma). Cada uno de estos se
expresa en una gran variedad de tipos celulares en baja concentracion. El
IFN-alfa se expresa principalmente en linfocitos B y macrofagos; el IFN-

beta en fibroblastos y el IFN-gamma en linfocitos T.

Recientemente se ha propuesto incluir un nuevo miembro a la familia de
interferones, este nuevo miembro se lo denomina interferén tipo Ill, esta
comprendido por los interferones lambda 1, 2 'y 3 (que corresponden a las
Interleuquina-29 (IL-29), IL-28a y IL-28b, respectivamente) (Kotenko, S. V.
2003. IFN-lambdas mediate antiviral protection through a distinct class |l
cytokine receptor complex. Nat. Immunol. 4:69-77; Sheppard, P. 2003. IL-
28, IL-29 and their class Il cytokine receptor IL-28R. Nat. Immunol. 4:63-
68). Estos INFs tipo |ll muestran una baja homologia de secuencia con la
familia de IFNs a/f pero son activados por los mismos factores que
inducen la expresion de los IFNs o/ e inhiben la replicacion de diversos
virus incluyendo virus de la estomatitis vesicular (VSV) y el virus de la
encefalomiocarditis (EMVC); aparentemente también inhibirian la

replicacion del virus de la hepatitis tipo B y C.

El interferdn tipo | alfa pertenece a una familia multigénica compuesta de
genes y pseudogenes, se han identificado mas de 20 variantes. Los
primeros modelos tridimensionales de los IFNs de tipo | humanos fueron
predichos en 1982 teniendo en cuenta sus secuencias aminoacidicas. Mas
recientemente, la estructura terciaria del IFN-a2b fue revelada mediante
cristalografia de rayos X (Radhakrishnan et al. 1996. Zinc-mediated dimer
of human interferon-a2b revealed by X-ray crystallography. Structure 4 (12):
1453-1463) que se incorpora como parte de la presente descripcion,
mientras que la correspondiente a IFN-ao2a en solucion fue analizada
mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear (Klaus et al.
1997. The three-dimentional high resolution structure of human interferon-

o2a determined by heteronuclear NMR spectroscopy in solution. J. Mol.
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Biol. 274. 661-675), que se incorpora como parte de la presente
descripcion.

Estos estudios demostraron que el IFN-a2 posee una estructura globular
consistente en 5 hélices a designadas con las letras A (Ser11-Met21), B y
B" (Thr52-Ser68 y Lys70-Ala75), C (Glu78-1le100), D (Leu110-Glu132) y E
(Pro137-Leu157), lo que permita clasificar a esta proteina dentro del grupo
de las citoquinas a-helicoidales. Las hélices se encuentran conectadas por
un segmento sobresaliente de gran longitud (lazo AB) y 3 segmentos
cortos (lazos BC, CD y DE). Cada hélice es aproximadamente recta, con
excepcion de la hélice B que contiene una curvatura pronunciada de 70°
cuyo centro es la Thr69, permitiendo dividir la mencionada hélice en la
region B y B” (Figura 1).

EL interferon alfa 2b contiene 2 enlaces disulfuro en su estructura y una
cadena glicosidica unida por enlace tipo-O, en la posicidon Thr 106. Las
modificaciones post-traduccionales necesarias para transferir un glicano a
la proteina ocurren en el reticulo endoplasmatico de la célula
inmediatamente luego de ser traslocado el polipéptido recién sintetizado
desde el citoplasma celular, para que ocurra una glicosilacién del tipo N es
necesaria la presencia de secuencias del tipo Asn-Xaa-Ser/Thr en la
cadena aminoacidica, donde se forma una unién N-glicosidica entre el

grupo amino del residuo de asparagina y un grupo OH del azucar.

La expresion de interferon tipo | en organismos vivos, en altos niveles, es
inducida por la presencia de una infeccién viral, también puede ser
inducida por una gran variedad de otros agentes no-virales, tales como
bacterias, micoplasmas y diversos polimeros como ser lipopolisacaridos de
la membrana de bacterias gram-negativas y la presencia de polimeros
sintéticos (Merigan T: Induction of circulating interferén by synthetic anionic
plymers of known composition. Nature 1967, 214: 416-417).



El interferobn tipo | posee, ademas, actividad anti-proliferativa e
inmunomoduladora.

La via de sefializacion de los IFNs tipo | se inicia por la unién de dicha
molécula al receptor en la superficie celular diana y media la activacion de
genes blanco en el nicleo a través de la via de sefializacion Jak/STAT,
existen otras via de activacion de genes dependientes de la unién IFN-
receptor que no dependen de la via de transduccién de sefiales antes
mencionada (A Larner: Interferén signal transduction. Biotherapy, January
1, 1996; 8 (3-4): 175-81).

El interferdn tipo-l alfa es clinicamente utilizado en el tratamiento de la
hepatitis B y C crénica, encefalitis viral aguda, canceres tales como
carcinoma nasofaringeo, linfoma, leucemia y melanomas, entre otros.

Una de las principales desventajas que posee el uso del interferén en el
tratamiento de enfermedades es su baja estabilidad cuando se suministra a
un organismo vivo, por lo que es necesario suministrar cantidades
excesivas de interferén para alcanzar niveles terapéuticos adecuados. Por
un lado esto determina que las terapias en. las que se utiliza interferon,
particularmente el Interferon alfa, tengan costos elevados y por otro lado
que provoquen en ciertos pacientes la aparicién de efectos secundarios
tales como estados similares a la gripe, con fiebre, fatiga, irritabilidad,
escalofrios, cefaleas y dolores musculares; malestar estomacal, pérdida del
apetito, diarrea, mareos, etc. (Richard Grieve: Cost-effectiveness of
interferon or peginterferon with ribavirin for histologically mild chronic
hepatitis C. Gut, Jun 2005; 10.1136/gut.2005.064774; Gary L. Davis:
Interferon alfa-2b alone or with ribavirin for the treatment of relapse of
chronic hepatitis C. 1998. Volume 339 Number 21-1493).

En la actualidad se estan desarrollado nuevas estrategias para aumentar la

estabilidad in vivo de estas proteinas bioactivas mediante reacciones



enzimaticas (WO 98/13381, US 6,620,916, US 5,643,564, US 4,184,917),
reacciones quimicas (WO 96/21468, US 2004/0180054, US 6,524,570, US
4,179,337, US 5,981,709, US 20060029573, US 5,738,846), encapsulacion
de la proteina (WO2005074892), mutagénesis dirigida (US2004/0002474,
WQO92/01055, US 2005/0019871), etc., con el objeto de lograr dosis
terapéuticas efectivas evitando la administracion de cantidades excesivas
de la proteina. Ejemplos de estas nuevas estrategias se detallan en
documentds tales como la patente WO98/13381 (Ajinomoto Kk (Jp);
Takahara Y., et al.), en la que se divulga un método de modificar proteinas
biolégicamente activas, mejorando su actividad in vivo, mediante la adicion
de ligandos ramificados a residuos de glutamina presentes en la secuencia
primaria de la proteina. Los documentos de patente US 6,620,916
(Ajinomoto Co. Inc.; Takahara, et al.); US 5,643,564 (Takeda Chemical
Industries, Ltd; Hamaguchi , et al.) yUS 4,184,917 (Sandoz Ltd.; Dorner, et
al.) describen la obtencidon de homélogos de interferon con estabilidad
mejorada, mediante modificaciones enzimaticas para alterar el perfil de
glicosilacion, estos nuevos homologos actuan esencialmente a nivel del
higado y podrian mejorar la accion en ese 6rgano, pero desmejorar la
accion de interferon sobre otras localizaciones. En el documento de
patente WO 96/21468 (Amgen Inc; Collins David, et al.) se divulga la
obtencion de analogos del inteferén alfa recombinante mediante la adicion
de ligandos glicosidicos con multiples lactosas conjugados a residuos de
Arginina o al residuo amino terminal de la secuencia primaria del interferon
alfa natural, el producto reivindicado en este documento es dirigido al
higado con lo cual estaria actuando a nivel hepatico y podria presentar
deficiencias a nivel de otros érganos como por ejemplo en tumores de
rifidn. En la solicitud de patente US 2004/0180054 (Kim, Young-Min, et al.)
se divulga la obtencion de un conjugado formado por una proteina (IFN-
alfa), un polimero no peptidico y una inmunoglobulina, de esta manera se
aumenta la estabilidad in vivo de la proteina. En los documentos de patente
US 4,179,337, US 5,981,709, US 20060029573, US 5,738,846, US



6,524,570; los inventores divulgan procesos, composiciones y usos de
interferon alfa conjugado con polietilenglicol para aumentar la estabilidad
del mismo. Estos métodos implican pasos de purificacion necesarios para
eliminar los productos de reaccién antes de realizar los pasos de
purificacion, minimos, necesarios para obtener un producto de alta pureza.
Ademas estos procedimientos propuestos presentan la dificultad de dirigir
una reaccion quimica a un sitio especifico de la proteina lo que lleva a
obtener productos heterogéneos, con la posibilidad de obtener productos
inactivos. La solicitud WO2006020580 (Intermune Inc.; Hong, Jin et al.), los
inventores divulgan composiciones farmacéuticas orales que comprenden
variantes resistentes a proteasas hiperglicosiladas o resistentes a
proteasas, por otro lado presenta un listado de modificaciones posibles en
el interferon alfa 2b, el cual responde a un analisis tedrico que lleva a
infinitas alternativas, sin la menor sugerencia acerca de cual de tales
infinitas alternativas pueden lograr el éxito para solucionar el problema de
obtener un interferon con mayor estabilidad quimica y fisica, un perfil de
liberacion en el tiempo mejorada, un proceso de obtencién y purificacion

simples respecto a los disponibles comercialmente en la actualidad.

En la solicitud de patente WO 2005074892 (Shenzhen Neptunus Interlong
Bl; Wang et al.) los inventores describen una crema conteniendo liposomas
de interferon utilizada para el tratamiento de enfermedades dérmicas
causadas por infecciones virales (por ejemplo herpes zoster), verrugas,
Ulceras genitales, etc. Este modo de preparacion presenta la desventaja de

tener una aplicacion limitada al tratamiento tépico de enfermedades.

La solicitud de patente US 2004/0002474 (Maxygen, Inc.; Heinrichs, Volker,
et al.) donde se reivindica la obtenciéon de homdlogos de interferén alfa,
mediante modificaciones en la secuencia génica o aminoacidica. En el
documento de patente WO 92/01055 (Boehringer Ingelheim Int; Adolf

Guenther, et al.) los inventores divulgan la obtencion de homodlogos de



interferdn alfa los cuales presentan nuevos sitios de O-glicosilacién. El
producto obtenido mediante estas estrategias no muestra mejoras en las

propiedades farmacocinéticas respecto al interferén-pegilado.

En la solicitud de patente US 2005/0019871 (Lee, Eun Jung, et al.) se

divulga la obtencién de isoformas del interferén alfa, en las cuales se ha

modificado la secuencia de nucledtidos con el fin de introducir motivos Asn-
Xaa-Ser/Thr en sitios que no estan involucrados en la formacién de
estructuras secundarias, se proponen exclusivamente sitios fuera de las
estructuras alfa-hélices. A pesar de obtener isoformas del interferéon
recombinante humano tipo | a2b con nuevos sitios de N-glicosilacién, no
demuestran una mejora en la estabilidad y/o perfil de liberacién en el
tiempo, comparable con las isoformas disponibles comercialmente en la
actualidad tales como el interferén-pegilado con un Polietilenglicol de
12000 Dalton (PEG 12000). En esta solicitud se presentan isoformas con
s6lo dos nuevos sitios de N-glicosilacion en regiones moleculares carentes
de estructuras alfa hélice las cuales constituirian areas de mayor

susceptibilidad a la accidn de N-glicanasas.

En la solicitud de patente WO2006020580 (Intermune Inc.; Hong, Jin et al.),
los inventores divulgan composiciones farmacéuticas orales que
comprenden variantes resistentes a proteasas hiperglicosiladas o
resistentes a proteasas, por otro lado presenta un listado de modificaciones
posibles en citoquinas, el cual responde a un analisis tedrico que lleva a
infinitas alternativas todas diferentes a las seleccionadas por la presente
invencion, sin la menor sugerencia acerca de cual de tales infinitas
alternativas pueden lograr el éxito para solucionar el problema de obtener
un interferon con mayor estabilidad quimica y fisica, un perfil de liberacion
en el tiempo mejorada, un proceso de obtencién y purificacion simples

respecto a los disponibles comercialmente en la actualidad.
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La presente invencion resuelve los problemas descritos en el arte previo y
provee una preparacion de una muteina recombinante de interferén alfa
humano, que presenta un perfil de N-glicosilacién diferente a los conocidos
en el estado del arte, dicha muteina presenta un perfil de liberacion en el
tiempo y una estabilidad mejoradas, una actividad biolégica comparable
con la que presenta el interferén-pegilado con un Polietilenglicol de 12000
Dalton (PEG 12000), ademas la obtencion de dicha muteina implica joocos
pasos en su proceso de obtencidn y su purificacion es simple, con la
cualidad de obtener un producto final de alta pureza..

OBJETOS DE LA INVENCION

Es un objeto principal de la presente invencion proveer una muteina
recombinante del interferén alfa humano, preferentemente del tipo 2b, que
presenta al menos un sitio de glicosilacion, preferentemente N-
glicosilacion, en una posicion de su secuencia aminoacidica que forma
parte de una estructura secundaria tipo alfa hélice, el cual se pueda
obtener por mutaciéon de un unico residuo de la cadena polipeptidica. En
una de las realizaciones preferidas de la presente invencién dicha muteina
recombinante del interferén alfa humano 2b presenta ademas al menos un
sitio de N-glicosilacién en una posicién fuera de una estructura alfa hélice.
Donde dichos sitios de N-glicosilacion, preferentemente conformados por
una secuencia consenso del tipo Asn-Xaa-Ser/Thr, en una posicién de su
secuencia aminoacidica que forma parte de una estructura secundaria tipo
alfa hélice, ocupan posiciones seleccionadas del conjunto comprendido
por: Leu9, Arg12; Asn65, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Asn93,
Glu113, Arg125, Met148, Ser150, Ser152, Leu153, Asn156. Mientras que
dichos sitios de N-glicosilacién fuera de estructuras secundarias tipo alfa
helice ocupan las posiciones seleccionadas del conjunto comprendido por
las posiciones del interferén alfa humano 2b natural Pro4, Thr6, Arg23,
Leu26, Asn45, Ala50, Asp77, Gly104, Thr106, Lys134, GIn158, Leu161.
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Es otro objeto de la presente invencion proveer un gen que codifica para
una muteina recombinante del interferén alfa humano, preferentemente tipo
2b, que comprende al menos una mutacion sitio-dirigida que genera un
sitio de N-glicosilacion, preferentemente una secuencia consenso tipo Asn-
Xaa-Ser/Thr, involucrado en una estructura alfa hélice. Donde dicha
mutacion sitio-dirigida se realiza en los aminoacidos seleccionados del
conjunto comprendido por los aminoacidos Leu9, Arg12, Leu66, Phe67,
Lys70, Asp71, Phe84, Leu95, Glu113, Arg125, Met148, Ser150, Ser152,
Leu153, Asn156. Donde en una realizaciéon preferida dicho gen presenta
ademas al menos una mutacion sitio-dirigida que genera una secuencia
consenso tipo Asn-Xaa-Ser/Thr, donde la Asn es susceptible de sufrir una
unién N-glicosidica con un oligosacarido y esta fuera de una estructura
secundaria tipo alfa hélice. Donde dicho sitio de N-glicosilacion fuera de
una estructura secundaria tipo alfa hélice, se realiza en los aminoacidos
seleccionados del conjunto comprendido por Pro4, Thr6, Arg23, Leu28,
Phe47, Ala50, Asp77, Gly104, Thr106, Lys134, GIn158, Leu161.

Es otro objeto de la presente invencidén proveer un método para generar
nuevos sitios susceptibles de N-glicosilacion mediante la técnica de
mutagénesis sitio-dirigida - en el gen que codifica para dicha muteina

recombinante del interferdn alfa humano de la invencién.

Es otro objeto de la presente invencion proveer un método para obtener
una linea celular eucariota derivada, productora de dicha muteina
recombinante del interferon alfa humano de la invencién, mediante
transformacion ¢ transfeccidon de una linea celular con dicho gen que
codifica para dicha muteina recombinante del interferon alfa humano de la
invencion, inserto en un vector de expresion adecuando, donde,

preferentemente la linea celular eucariota es la linea celular CHO.K1.



Es otro objeto de la presente invencién proveer un método para producir la
muteina recombinante del interferén humano de la invencion mediante los
pasos de: a)- cultivar dicha linea celular eucariota transformada o6
transfectada con el vector de expresién que contiene el gen que codifica
para la muteina del interferon humano de la invencion y b)- aislar la
muteina recombinante del interferon alfa humano, expresada y excretada,
del medio de cultivo.

Es otro objeto de la presente invencidén proveer un procedimiento para
purificar dicha muteina recombinante del interferon alfa humano de la

invencion mediante cromatografia de inmunoafinidad.

Es otro objeto de la presente invencion proveer un método para producir la
muteina del interferon humano de la invencidon a partir de células
procariotas mediante los pasos de: a)- transformar ¢ transfectar una célula
procariota con un vector de expresién adecuando que contiene el gen que
codifica para la muteina recombinante del interferén alfa humano de la
invencion; b)-seleccionar aquel clon que exprese el polipéptido de la
muteina recombinante del interferon alfa humano de la invencién; c)-
cultivar dicho clon, d)-purificar, e)- glicosilar “in vitro" el polipéptido de la
muteina del interferdn alfa humano expresado por el clon del paso c); y f)-

purificar la muteina del interferdn alfa humano de la invencion.

Es otro objeto de la presente invencidon proveer una composicion
farmacéutica que comprende al menos la muteina recombinante del
interferébn alfa humano de la invencion para el tratamiento de
enfermedades tales como melanomas, hepatitis C cronica, hepatitis B
aguda y cronica, hepatitis no-A no-B aguda y crénica, Sarcoma de Kaposi,
esclerosis multiple, verrugas genitales, leucemia, infecciones virales, entre

otras.
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Es otro objeto de la presente invencion proveer un método para el
tratamiento de melanomas, hepatitis C crdnica, hepatitis B aguda y crénica,
hepatitis no-A no-B aguda y crénica, Sarcoma de Kaposi, esclerosis
multiple, verrugas genitales, leucemia, infecciones virales, el cual implica la
administracion a un mamifero, preferentemente humano, que lo necesite,
una cantidad efectiva de una composicién farmacéutica que comprende al
menos la muteina recombinante del interferén alfa humano de la invencion
y en donde dicha composicién comprehde ademas excipientes
farmacoldgicamente aceptables.

Es otro objeto de la presente invencién proveer un uso de la muteina
recombinante del interferén alfa humano de la invencion para elaborar un
medicamento para el tratamiento de la hepatitis C cronica, mediante un
protocolo terapéutico en el cual se reducen las dosis terapéuticas

habituales en la terapia con interferén.
BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién provee una muteina recombinante del interferon alfa
2b humano con al menos un sitio de N-glicosilacién de secuencia consenso
Asn-Xaa-Ser/Thr donde dicho sitio es generado por la sustituciéon de un
aminoacido que se encuentra comprendido en una estructura tipo alfa
hélice, y dicho sitio es seleccionado del conjunto comprendido por las
posiciones Leu9, Arg12, Asn65, Leu66, Phe67, Lys70, Phe84, Asn93,
Glu113, Arg125, Met148, Ser150, Ser152, Leu153, Asn156.
Preferentemente dichos sitios son seleccionados del conjunto comprendido
por Lys70, Asn93, Glu113.

En una realizacién preferida dicha muteina recombinante del interferon alfa

2b humano de la presente invencidn tienen un sitio de N-glicosilacion y una
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estabilidad frente a Nglicanasas de al menos 70% respecto de la

concentracion inicial luego de 300 minutos de reaccion.

En otra realizacion preferida de la presente invencién dicha muteina
recombinante del interferén alfa 2b humano posee ademas al menos un
sitio de glicosilacion en una posicion fuera de una estructura tipo alfa hélice
y dichos sitios son seleccionados del conjunto comprendido por las
posiciones Pro4, Thr6, Arg23, Leu26, Asnd45, Ala50, Asp77, Gly104,
Thr106, Lys134, GIn158, Leu161.

En otra realizacion preferida, dicha muteina recombinante del interferén
alfa 2b humano comprende dos sitios de N-glicosilacion; preferentemente,
posee un sitio de N-glicosilacién en la posicidn Lys70 y un sitio de N-
glicosilacién en una posicién fuera de una estructura secundaria tipo alfa

hélice seleccionado del conjunto comprendido por las posiciones Pro4,
Arg23y Asp77.

En otra realizacion dicha muteina recombinante del interferon alfa 2b
humano comprende tres sitios de N-glicosilacion. Preferentemente, posee
un sitio de N-glicosilacion en la posicion Lys70 y dos sitios de glicosilacion
seleccionados del conjunto comprendido por las posiciones Pro4, Arg23 y
Asp77.

En otra realizacion preferida dicha muteina recombinante del interferén alfa
2b humano comprende cuatro sitios de N-glicosilacién, y un clearance
plasmatico menor o igual a 0,36 mi/min. Preferentemente, dicha muteina

comprende los sitios de glicosilacion Pro4, Arg23, Lys70 y Asp77.

En otra realizacion preferida, dicha muteina recombinante del interferon

alfa 2b humano comprende cinco sitios de N-glicosilacion.
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Preferentemente, dichos sitios son seleccionados del conjunto
comprendido por Lys70, Pro4, Arg23, Asp77, Asn93 y Glu113.

En otra realizacion preferida, la presente invenciéon provee un gen que
codifica para una muteina recombinante del interferon alfa 2b humano con
al menos un sitio de N-glicosilacién de secuencia consenso Asn-Xaa-
ser/Thr donde dicho sitio es generado por una mutacion sitio-dirigida que
genera dicho sitio de N-glicosilacién en una estructura tipo alfa hélice, y
dicho sitio es seleccionado del conjunto comprendido por las posiciones
Leu9, Arg12, Asn65, Leu66, Phe67, Lys70, Phe84, Asn93, Glu113, Arg125,
Met148, Ser150, Ser152, Leu153, Asn156.

En otra realizacion preferida, dicho gen presenta mutaciones sitio-dirigidas
de manera de generar la sustitucion de un aminoacido y dicho gen codifica
para dicha muteina recombinante del interferén alfa 2b humano con un sitio
de N-glicosilacion, y dicha muteina presenta una estabilidad frente a
Nglicanasas de al menos 70% respecto de la concentracién inicial luego de
300 minutos de reaccion. Preferentemente, el gen de acuerdo con la
presente invencién presenta mutaciones sitio-dirigidas de manera de

generar la sustitucion del aminoacido de la posicién Lys70.

En otra realizacion preferida, el gen de la de la presente invencidn presenta
ademas al menos una mutacion sitio-dirigida que genera una secuencia
consenso tipo Asn-Xaa-Ser/Thr, donde la Asn es susceptible de sufrir una
union N-glicosidica con un oligosacarido y esta fuera de una estructura
secundaria tipo alfa hélice. Preferentemente, dicha mutacién sitio-dirigida,
que genera un sitio de N-glicosilacion fuera de una estructura secundaria
tipo alfa hélice, se realiza en los aminoacidos seleccionados del conjunto
comprendido por Pro4, Thr6, Arg23, Leu26, Phe47, Ala50, Leu66, Phe67,
Asp77, Gly104, Thr106, Lys134, Gln158, Leu161.
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En otra realizacion preferida, el gen de la presente invencién comprende
mutaciones sitio-dirigidas que modifican dos posiciones aminoacidicas.
Preferentemente, dichas mutaciones se realizan en el aminoacido
correspondiente a la posicién Lys70 y en un aminoacido seleccionado del

conjunto comprendido por los aminoéacidos Pro4, Arg23 y Asp77.

En otra realizacion preferida, el gen de la presente invencién comprende

mutaciones sitio-dirigidas que modifican tres posiciones aminoacidicas.

Preferentemente, dichas mutaciones sitio-dirigidas se realizan en el
aminoacido correspondiente a la posicion Lys70 y a dos de los
aminoacidos seleccionados del conjunto comprendido por los aminoacidos
Pro4, Arg23 y Asp77.

En otra realizacion preferida, el gen de la presente invencién comprende
mutaciones sitio-dirigidas que modifican cuatro posiciones aminoacidicas.
Mas preferentemente, dichas mutaciones sitio-dirigidas se realizan en los
aminoacidos correspondientes a las posiciones Lys70, Pro4, Arg23 vy
Asp77.

En otra realizacion mas preferida, él gen de la presente invencion
comprende mutaciones sitio-dirigidas que modifican cinco posiciones
aminoacidicas. Dichas mutaciones se realizan en los aminoacidos
seleccionados del conjunto comprendido por los aminoacidos Lys70, Pro4,
Arg23, Asp77, Leu9S y Glu113.

En otra realizacién preferida de la presente invencién se provee de un
meéetodo para producir el gen que codifica a la muteina del interferén
humano de la invencién, donde dicho método comprende los pasos de: a)-
clonar el gen que codifica para el interferén alfa 2b humano en un vector
adécuado para su amplificacion, b)- producir el gen que codifica la muteina

del interferon alfa 2b humano de la presente invencién mediante la técnica
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de mutagénesis sitio-dirigida , c)- clonar el gen modificado genéticamente

obtenido en el paso b, en un vector de expresion eucariota adecuado.

En otra realizacion preferida de la presente invencion se provee de un
método para producir una linea celular eucariota productora de la muteina
recombinante de interferdn alfa 2b humano de la presente invencion, donde
dicho método comprende los pasos de: a)- transformar o transfectar dicha
celula eucariota con dicho vector de expresién eucariota, b)- seleccionar
aquel clon que exprese la muteina recombinante del interferéon alfa 2b
humano de la presente invenciéon. Preferentemente, la linea celular

eucariota comprende a una linea celular derivada de la linea CHO.K1.

En otra realizacién preferida de la presente invencién se provee de un
procedimiento para producir la muteina recombinante del interferon alfa 2b
humano de la presente invencion que comprende los pasos de: a)- cultivar
dicha célula eucariota transformada o transfectada con un vector de
expresion que contiene el gen que codifica para la muteina del interferén
alfa humano de la presente invencion, b)- aislar la muteina recombinante

del interferén alfa 2b humano excretada al medio de cultivo.

En otra realizacion preferida de la presente invencién se provee de un
procedimiento para purificar la muteina del interferon humano de de la
presente invencion a partir del medio de cultivo antes mencionado, donde
dicho procedimiento de purificacion de dicha muteina se realiza mediante

cromatografia de inmunoafinidad.

En otra realizacion preferida de la presente invencion se provee de un
método para producir el gen de acuerdo con la presente invencion, que
codifica a la muteina del interferéon humano de la invencién, donde dicho
método comprende los pasos de: a)- clonar el gen que codifica para el

interferon alfa 2b humano en un vector adecuado para su amplificacion, b)-
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producir el gen que codifica la muteina del interferén alfa 2b humano de la
presente invencion mediante la técnica de mutagénesis sitio-dirigida , c)-
clonar el gen modificado genéticamente obtenido en el paso b, en un vector

de expresioén procariota adecuado.

En otra realizacién preferida de la presente invencion se provee de un
procedimiento para producir la muteina recombinante del interferon
humano de la presente invencion, donde dicho procedimiento comprende
los pasos de: a)- transformar o transfectar una célula procariota con vector
de expresion procariota adecuando, b)-seleccionar aquel clon que exprese
el polipéptido de la muteina recombinante del interferén alfa 2b humano de
la presente invencidn, c)-cultivar dicho clon; transformado o transfectado,
con dicho vector de expresién procariota adecuado que contiene el gen
que codifica para la muteina recombinante del interferdn alfa 2b humano de
la presente invencién, d)-purificar el polipéptido de la muteina
recombinante del interferén alfa 2b humano de la presente invencioén, e)-
glicosilar “in vitro” el polipeptido de la muteina recombinante del interferon
alfa 2b humano de la presente invencién, f)-purificar la muteina

recombinante del interferén alfa 2b humano de la presente invencién.

En otra realizacion preferida de la presente invencion se provee de una
composicidon farmacéutica que comprende al menos una muteina
recombinante del interferon alfa 2b humano de la presente invenciéon. En
otra realizacion preferida, dicha composicion comprende ademas
excipientes  farmacolégicamente  aceptables. Dicha  composicidon
farmacéutica es administrada para el tratamiento de melanomas, hepatitis
C crénica, hepatitis B aguda y crdnica, hepatitis no-A no-B aguda y crénica,
Sarcoma de Kaposi, esclerosis multiple, verrugas genitales, leucemia,
infecciones virales. Preferentemente, dicha composicion es administrada a

un mamifero, preferentemente humano, en una dosis de entre 0,1 y 2,0
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Mg/Kg semanal. Preferentemente, la composicion es administrada en

combinacion con ribavirina.

En otra realizacion preferida de la presente invencidon se provee de un
método para el tratamiento de melanomas, hepatitis C crénica, hepatitis B
aguda y croénica, hepatitis no-A no-B aguda y crénica, Sarcoma de Kaposi,
esclerosis multiple, verrugas genitales, leucemia, infecciones virales, dicho
“método comprende administrar a un mamifero, preferentemente humano,
que lo necesite una cantidad efectiva de una composicidén farmacéutica que
comprende al menos una muteina recombinante del interferén alfa 2b
humano de de la presente invencion, y en donde dicha composicién
comprende ademas excipientes farmacolégicamente aceptables.
Preferentemente, dicho método de tratamiento comprende administrar la
muteina recombinante del interferén alfa 2b humano la presente invencién
por una via seleccionada del grupo comprendido por subcutanea,
parenteral, oral, sublingual, intranasal, tdépica. Mas preferentemente, el
método de tratamiento comprende administrar la muteina recombinante
del interferon alfa 2b humano de la presente invenciéon en una dosis de

entre 0,1y 2,0 yg/Kg semanal.

En otra realizacion preferida de la presente invencidn se provee del uso de
la muteina recombinante del interferon alfa 2b humano de la presente
invencion para elaborar un medicamento para el tratamiento de
melanomas, hepatitis C cronica, hepatitis B aguda y crénica, hepatitis no-A
no-B aguda y crénica, Sarcoma de Kaposi, esclerosis multiple, verrugas
genitales, leucemia, infecciones virales. Dicho medicamento es
administrado en una dosis de entre 0,1 y 2,0 ug/lKg semanal. Mas
preferentemente en una dosis de entre 0,5 y 1,0 pg/Kg semanal en
combinacién con ribavirina. Y es administrado por una via seleccionada del
grupo comprendido por las vias subcutanea, parenteral, oral, sublingual e

intranasal, topica.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1a: muestra una alineacién de las secuencias aminoacidicas de los
interferones tipo | interferén alfa 2b humano, interferén alfa 1 humano,
interferon beta humano e interferén beta murino. Se muestra ademas la
secuencia consenso de los aminoacidos mas frecuentemente observados
para todos los interferones alfa humanos. Los aminoacidos resaltados en la
secuencia consenso corresponden a las secuencias conservadas en los
interferones alfa humanos, mientras que los residuos resaltados en el resto
de las secuencias se hallan conservados en todos los interferones de tipo |.
Las estructuras secundarias tipo alfa hélice correspondientes a las
moléculas de interferén alfa 2b humano e interferén beta murino se indican
como segmentos en la parte superior e inferior de las secuencias
respectivas (adaptado de Radhakrishnan et al. 1996. Zinc-mediated dimer

of human interferon-a2b revealed by X-ray crystallography. Structure 4 (12):
1453-1463).

Figura 1b: secuencia nucleotidica del interferon tipo | alfa 2b natural. Las
lineas delgadas indican los codones correspondientes al primer aminoacido
de la secuencia de la proteina (Cys), al ultimo aminoacido de dicha
secuencia (Glu) y al codon STOP, seial de finalizacion de la sintesis

proteica.

Figura 2: Mutagénesis sitio-dirigida mediante técnica de PCR en su

variante extension por solapamiento.

Figura 3: Ensayo de Western blot. Calles: 1- Marcador de masa molecular;
2- thIFN-a2bM4:; 3- rhiIFN-a2bM77; 4- rhIFN-a2bM23; 5-rhIFN-a2bM70; 6-
rhiIFN-02b  O-glicosilado; 7- rhlFN-a2b no glicosilado; 8- rhIFN-
a2bM4/23/70/77
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Figura 4. N-desglicosilacién enzimatica de las variantes mutadas de hiFN-
a2b con sitios de N-glicosilacion presentes en estructuras tipo alfa hélices
-(hIFN-02bM70, hIFN-a2bM95) y fuera de alfa hélices (hIFN-02bM23, hIFN-
a2bM47).

Figura 5: variacion porcentual de la N-glicosilacién en funcién del tiempo
expresada como porcentaje de la misma con respecto a la cantidad
presente al inicio del procedimiento de desglicosilacién enzimatica de las

variantes mencionadas en la figura 4.

Figura 6 (A y B). SDS-PAGE en condiciones reductoras con tincién
argéntica (A) y Western blot (B) correspondientes a la purificacion del
rhiFN-a2bM77 y  rhIFN-  a2bM4/23/70/77 por cromatografia de
inmunoafinidad. Calles: 1- Muestra cruda de un sobrenadante de cultivo
conteniendo rhlFN-a2bM77 antes de la purificacion; 2- Muestra purificada
de rhIFN-02bM77; 3 Muestra cruda de un sobrenadante de cultivo
conteniendo rhiFN-a2bM4/23/70/77 antes de la purificacion; 4 Muestra
purificada de rhIFN-a2bM4/23/70/77.

Figura 7: Perfil temporal de la variacion de la actividad biolégica de IFN
presente en cada muestra luego de la inoculacion subcutanea de las
variantes rhIFN a2b wild type, rhIFN a2bM23 y rhIFN a2bM70.

Figura 8: Perfil tempora! de la variacion porcentual de la actividad biologica
remanente en cada muestra con respecto a las unidades de actividad
biolégica de IFN suministrada a cada rata por via éndovenosa para las
variantes rhlFN-a2b no glicosilado, rhIFN-a2bM77, rhIFN-a2b-PEG (12kDa)
y thIFN-a2bM4/23/70/77.

Figura 9: Perfil temporal de la variacidn de la actividad bioldgica de IFN

presente en cada muestra luego de la inoculacién subcutanea de las
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variantes rhlFN-a2b no glicosilado, rhlFN-a2b-PEG (12kDa) y rhlFN-
a2bM4/23/70/77.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Se definen a continuacion algunos términos utilizados en esta descripcion

con el objeto de facilitar la cabal comprensién de la invencién:

“Interferén alfa humano 2b natural’ (hIFN-a2b), se refiere a la citoquina
presente en la naturaleza, sin haber sido sometida a ningun tipo de

modificacion artificial.

“Sustitucion de un aminoacido”, se refiere al cambio de un aminoacido

presente en la secuencia primaria del hiIFN-a2b por otro aminoacido.

‘Muteina recombinante del interferén alfa humano de la invencion”, se
refiere a aquellas moléculas recombinantes del interferén alfa humano,
preferentemente alfa 2b, con al menos un sitio de glicosilacion,
preferentemente N-glicosilacion, en una posicibn de su secuencia
aminoacidica que forma parte de una estructura secundaria tipo alfa hélice.
“Interferén alfa humano” incluye aquellos analogos, mutantes, isoformas y

fragmentos del interferén alfa natural.

“Sitio de N-glicosilacion”, hace referencia al tripéptido Asn-Xaa-Ser/Thr,
donde X puede ser cualquier residuo excepto un residuo de Prolina. La
“posicidon” del “sitio de N-glicosilacion” esta indicada por la posicidn que
ocupa el residuo de aminoacido en la secuencia aminoacidica del
interferdn alfa humano 2b natural que va a ser reemplazado por una Asn o
bien es la asparagina de dicha secuencia consenso. Dicho residuo de Asn,
en dicha secuencia consenso, es susceptible de sufrir glicosilacion

enzimatica del tipo-N.
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La glicosilacion de ciertas proteinas eucariotas tiene lugar en
determinadas posiciones del esqueleto polipeptidico, cominmente existen
dos tipos de glicosilacion. La glicosilacion tipo-O que involucra la unién de
un oligosacarido a un grupo —OH de un residuo de Serina o Treonina, y la
glicosilacion del tipo-N, que involucra la unién de un oligosacarido a un
grupo —NH de un residuo de Asparagina. Particularmente, la glicosilacion
tipo-N tiene fugar en la secuencia consenso Asn-X-Ser/Thr, donde X puede
ser cualquier aminoacido excepto una Prolina. Todos los oligosacaridos
unidos a la proteina mediante unién del tipo-N tienen en comun un nucleo
pentasacarido constituido por tres residuos de manosa y dos residuos de
N-acetilglucosamina. Los azucares unidos a este nucleo pentasacarido
pueden adquirir una gran variedad de patrones de oligosacaridos. La
presencia o ausencia de dichos. oligosacaridos afecta las propiedades
fisicas de las proteinas y puede ser critico en la funcion, estabilidad,
secrecion y localizacion de las mismas en la célula.

La presente invencidn esta relacionada con la produccién de una muteina
del interferén alfa humano que presenta al menos una sustitucidon de un
aminoacido en la secuencia del interferon alfa humano natural en una
posicion que forma parte una estructura secundaria alfa hélice, de manera
de obtener la secuencia consenso Asn-Xaa-Ser/Thr, donde el residuo de
Asn es susceptible de sufrir N-glicosilacion. Por ejemplo, la muteina
recombinante del interferén alfa humano de la invencion con al menos un
sitio de N-glicosilacion en una posicién que forma parte de una estructura
secundaria alfa hélice es aquella obtenida de la sustitucion de un
-aminoacido en la posicién Lys70 por un residuo de Asn (Lys70Asn), de
esta manera se genera la secuencia consenso Asn-Xaa-Ser/Thr, donde el
residuo de asparagina esta formando parte de una estructura secundaria
alfa hélice y es susceptible de sufrir N-glicosilacion. Otro ejemplo seria la
sustitucion del residuo de aminoacido Leu95 por un residuo de Serina o

Treonina, de esta manera se genera una secuencia consenso Asn-Xaa-
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Ser/Thr, donde el residuo de asparagina en la posicion Asn93 es
susceptible de sufrir N-glicosilacion. Se ha demostrado que la presencia de
al menos un sitio de N-glicosilacion en estructuras tipo alfa hélice confieren

al interferébn una mayor estabilidad y por lo tanto una mayor vida media en

sangre.

Dichos sitios de N-glicosilacion, generados mediante sustitucién de un
aminoacido que forma parte de una estructura secundaria tipo alfa hélice
son seleccionados del conjunto comprendido por las posiciones Leu9,
Arg12, Asn65, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Asn93, Glu113,
Arg125, Met148, Ser150, Ser152, Leu153, Asn156.

Una de las realizaciones preferidas de la presente invencion es una
muteina recombinante del interferén alfa humano que presenta al menos
una sustitucién de un aminoacido en una posicion que forma parte de una
estructura secundaria alfa hélice y ademas al menos una sustitucién en un
aminoacido en una posicion fuera de una estructura alfa hélice de manera
de obtener secuencias consenso Asn-Xaa-Ser/Thr, donde el residuo de
Asn es susceptible de sufrir N-glicosilacion. Dichos sitios de N-glicosilacién
en posiciones fuera de estructuras alfa hélice son seleccionados del
conjunto comprendido por las posiciones Pro4, Thr6, Arg23, Leu26, Asn45,
Ala50, Asp77, Gly104, Thr106, Lys134, GIn158, Leu161.

En una realizacidn preferida, la muteina recombinante del interferén alfa
humano de la invencion presenta en su secuencia aminoacidica un sitio de
N-glicosilacion en una posicion que forma parte de estructuras alfa hélice,
donde la posicion del sitio de glicosilacidn es seleccionado del conjunto
comprendido por las posiciones Leu9, Arg12, Asn65, Leu66, Phe67, Lys70,
Asp71, Phe84, Asn93, Glu113, Arg125, Met148, Ser150, Ser152, Leu153,

Asn156. Mas preferentemente aun en la posicién seleccionada del conjunto
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comprendido por las posiciones Lys70, Asn93, Glu113. Mas
preferentemente aun en la posicién Lys70.

En otra realizacidén preferida de la presente invencion la muteina
recombinante del interferén alfa humano de la invencién tiene dos sitios de
N-glicosilacion, donde dichos sitios son selecc:ibnados del conjunto
comprendido por las posiciones Leu9, Arg12, Asn65, Leu66, Phe67, Lys70,
Asp71, Phe84, Asn93, Glu113, Arg125, Met148, Ser150, Ser152, Leu153,
Asn156, Pro4, Thr6, Arg23, Leu26, Asnd5, Ala50, Asp77, Gly104, Thr1086,
Lys134, Gin158, Leu161. Mas preferentemente aun, dicha muteina
presenta un sitio de glicosilacién en la posicion Lys70 y ademas un sitio de
N-glicosilacion en una posicién seleccionada del conjunto comprendido por
las posiciones Pro4, Arg23 y Asp77.

Preferentemente, la muteina recombinante del interferén alfa humano de la
invencion tiene tres sitios de N-glicosilacion seleccionados del conjunto
comprendido por las posiciones Leu9, Arg12, Asn65, Leu66, Phe67, Lys70,
Asp71, Phe84, Asn93, Glu113, Arg125, Met148, Ser150, Ser152, Leu153,
Asn156, Pro4, Thr6, Arg23, Asn4d5, Leu26, Ala50, Asp77, Gly104, Thr106,
Lys134, GIn158, Leu161. Preferentemente, la muteina recombinante del
interferén alfa humano de la invencidon con tres sitios de N-glicosilacién
presenta un sitio de N-glicosilacion en la posicion Lys70 y dos sitios de N-

glicosilacién seleccionados del conjunto comprendido por las posiciones
Prod, Arg23 y Asp77.

Mas preferentemente, la muteina recombinante del interferén alfa humano
de la invencion es una muteina con cuatro sitios de N-glicosilacion
seleccionados del conjunto comprendido por las posiciones Leu9, Arg12,
Asn65, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Asn93, Glu113, Arg125,
Met148, Ser150, Ser152, Leu153, Asn156, Pro4, Thr6, Arg23, Leu26,
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Asn4b, Alad0, Asp77, Gly104, Thr106, Lys134, GIn158, Leu161. Mas
preferentemente aun dichos sitios son Pro4, Arg23, Lys70 y Asp77.

En otra realizacion preferida, la muteina recombinante del interferén alfa
humano de la invencidn presenta 5 sitios de N-glicosilacion seleccionados
del conjunto de posiciones Leu9, Arg12, Asn65, Leu66, Phe67, Lys70,
AspT71, Phe84., Asn93, Glu113, Arg125, Met148, Ser150, Ser152, Leu153,
Asn156, Pro4, Thr6, Arg23, Leu26, Asn45, Ala50, Asp77, Gly104, Thr1086,
Lys134, GIn158, Leu161. Mas preferentemente adn dichos sitios son
seleccionados del conjunto comprendido por las posiciones Pro4, Arg23,
Lys70, Asp77, Asn93, Glu113.

Para obtener la muteina recombinante del interferén alfa humano de la
invencion con sitios susceptibles de N-glicosilacién, se llevaron a cabo dos
estrategias posibles:

1)- localizar todas las serinas y/o treoninas en la secuencia aminoacidica
del hIFN-a2b y cambiar el aminoacido que ocupa la primera posicion de la
secuencia consenso por una asparagina,

2)- otra estrategia es la de ubicar todas las asparaginas presentes en la
secuencia del hIFN-a2b y sustituir el aminoacido en la tercera posicion por

una serina o treonina.

Las modificaciones realizadas en la secuencia aminoacidica del interferén
alfa humano natural para obtener la muteina recombinante de la invencion

son el resultado de la modificacion genética del gen que codifica para el

<

interferédn alfa humano 2b natural. Donde dichas modificaciones genéticas

son introducidas de manera tal que genera la secuencia consenso Asn-
Xaa-Ser/Thr en la secuencia aminoacidica del interferén alfa humano,

donde el residuo de Asn es susceptible de sufrir N-glicosilacion.
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El gen que codifica para la muteina recombinante del interferén alfa

humano de la invencidn, objeto de esta solicitud de patente, comprende al

menos una modificacion genética en un codén del gen que codifica para el
interferén alfa humano natural, de manera tal que dicha modificacién
genera la secuencia consenso Asn-Xaa-Ser/Thr en una posicion que forma
parte de una estructura secundaria alfa hélice, generandose asi un sitio de
N-glicosilacion en una posicion que forma parte de una estructura
secundaria tipo alfa hélice. Preferentemente, dicha modificacion en la
secuencia nucleotidica se realiza en al menos una posicion seleccionada
del conjunto comprendido por las posiciones Leu9, Arg12, Leu66, Phe67,
Lys70, Asp71, Phe84, Leu95, Glu113, Arg125, Met148, Ser150, Ser152,
Leu153, GIn158.

En una de las realizaciones preferidas de la presente invencion dicho gen
gue codifica para la muteina recombinante del interferén alfa humano de la
invencion, ademas presenta al menos una modificacién genética en un
coddn del gen que codifica para el interferén alfa humano natural, de
manera tal que dicha modificaciéon genera la secuencia consenso Ash-Xaa-
Ser/Thr en una posicién fuera de una estructura secundaria alfa hélice,
generandose asi un sitio de N-glicosilacion en una posicion fuera de una
estructura secundaria tipo alfa hélice. Dichas modificaciones en posiciones
fuera de estructuras secundarias tipo alfa hélice se efectuan en posiciones
que se seleccionan del conjunto comprendido por las posiciones Pro4,
Thre, Arg23, Leu26, Phed7, Ala50, Asp77, Gly104, Thr106, Lys134,
GIn158, Leu161.

En una realizacién preferida de la presente invencién, dicho gen tiene una
unica modificacion en su secuencia nucleotidica y se realiza en el codon
que codifica para los aminoacidos seleccionados del conjunto comprendido
por Leu9, Arg12, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Leu95, Glu113,

25

B



Arg125, Met148, Ser150, Ser152, Leu153, GIn158. Mas preferentemente

en el codon que codifica para el aminoacido de la posicion Lys70.

En ofra realizacion preferida, el gen que bodifica para la muteina
recombinante del interferén alfa humano de la presente invencion presenta
dos modificaciones en su secuencia nucleotidica de manera tal que se
generan dos sitios de N-glicosilacién, dichas modificaciones involucran los
codones que codifican para los aminoacidos seleccionados del conjunto
comprendido por Leu9, Arg12,. Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84,
Leu95, Glu113, Arg125, Met148, Ser150, Ser152, Leu153, Gin158, Pro4,
Thre, Arg23, Leu26, Phe47, Ala50, Asp77, Gly104, Thr106, Lys134,
Leu161. Mas preferentementé las modificaciones en su secuencia
nucleotidica se presentan en el codén que codifica para Lys70 y en el
coddén que codifica para uno de los aminoacidos seleccionados del
conjunto comprendido por Pro4, Arg23 y Asp77.

En otra realizacion preferida de esta invencion, el gen que codifica a la
muteina recombinante de la presente invencion presenta tres
modificaciones en su secuencia nucleotidica de manera tal que se generan
tres sitios de N-glicosilacion, dichas modificaciones involucran los codones
que codifican para los aminoacidos seleccionados del conjunto
comprendido por Leu9, Arg12, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84,
Leu95, Glu113, Arg125, Met148, Ser150, Ser152, Leu153, Gin158, Pro4,
Thr6, Arg23, Leu26, Phe47, Ala50, Asp77, Gly104, Thr106, Lys134,
Leu161. Mas preferentemente las modificaciones en su secuencia
nucleotidica se presentan en el coddon que codifica para Lys70 y en dos
codones que codifican para los aminoacidos seleccionados del conjunto
comprendido por Pro4, Arg23 y Asp77.

En otra realizacidon mas preferida de esta invencion, el gen que codifica a la

muteina recombinante de la presente invencion presenta cuatro
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modificaciones en su secuencia nucleotidica de manera tal que generan
cuatro sitios de N-glicosilacién, dichas modificaciones involucran los
codones que codifican para los aminoacidos seleccionados del conjunto
comprendido por Leu9, Arg12, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84,
Leu95, Glu113, Arg125, Met148, Ser150, Ser152, Leu153, GIn158, Pro4,
Thr6, Arg23, Leu26, Phed7, Ala50, Asp77, Gly104, Thr106, Lys134,
Leu161. Mas preferentemente las modificaciones en su secuencia

nucleotidica involucran a los codones que codifican para Pro4, Arg23,
Lys70y Asp77.

En otra realizacion preferida, el gen que codifica la muteina recombinante
del interferon alfa humano de la invencién presenta cinco modificaciones
en su secuencia nucleotidica en los codones que codifican para los
aminoacidos seleccionados del conjunto comprendido por Leu9, Arg12,
Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Leu95, Glu113, Arg125, Met148,
Ser150, Ser152, Leu153, GIn158, Pro4, Thr6, Arg23, Leu26, Phe47, AIa50,
Asp77, Gly104, Thr106, Lys134, Leu161. Mas preferentemente aun, en los
aminoacidos seleccionados del conjunto comprendido por Pro4, Arg23,
Lys70, Asp77, Leu95y Glu113.

Ademas, la presente invencién provee un método para generar dichos
sitios susceptibles de N-glicosilacion. Dicho método implica la generacion
de mutaciones puntuales en la secuencia nucleotidica del gen que codifica
para el interferon alfa humano natural, mediante la técnica de mutagenesis

sitio-dirigida en dicho gen. Dicho método implica los siguientes pasos:

a)- Clonar el gen que codifica para el interferén alfa humano 2b natural en
un plasmido adecuado.

b)- Generar las mutaciones necesarias para producir la muteina del
interferén alfa humano de la invencion mediante la técnica de mutagénesis

sitio-dirigida y
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c)- Clonar el gen, modificado genéticamente del paso b, en un vector de

expresion adecuado.

El vector de expresion es aquel seleccionado del conjunto de vectores que
permiten la insercién del gen de la invencion y que ademas presentan los
elementos necesarios para la expresion del gen de interés en células

eucariotas. Dicho vector puede ser el vector de expresion pCl-neo.

La técnica de mutagénesis sitio-dirigida de la invencién implica la
utilizacion de oligonucleétidos disefiados especificamente para tal fin.
Dicha técnica, se lleva a cabo en dos etapas. En la primera etapa se
realizan dos reacciones de PCR por separado utilizando oligonucleétidos
que hibridan en los extremos del fragmento clonado en el vector pCl-neo
(oligonucledtidos denominados IFNalfaF e |IFNalfaR, Tabla ) vy
oligonucledtidos portando la mutacién puntual Tabla Il (mut a y mut b) los
cuales hibridan en la region interna del gen donde se quiere introducir la
mutacion. En el tubo a se realiza una mezcla de reaccién utilizando el
oligonucledtido externo en sentido reverso (IFNalfaR) y el oligonucledtido
mut a en sentido directo. En el tubo b se realiza otra mezcla de reaccion
con el oligonucledtido externo en sentido directo y el oligonucleétido mut b
en sentido reverso. Los productos de PCR obtenidos en ambas reacciones
se purifican a partir de una electroforesis en gel de agarosa y se emplean
como molde para la segunda etapa. En esta segunda etapa se realiza una
segunda reaccién de PCR empleando los oligonucleétidos externos en
sentido directo y reverso. Los tres primeros ciclos se realizan sin agregado
de cebadores para permitir la hibridizacién y elongaciéon del producto
completo (fill in) y finalmente estos ultimos son agregados para lograr su
amplificacion.

Para la obtencién de una muteina recombinante del interferon alfa humano

de la invencidon con mas de un sitio de N-glicosilacion se procede de
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manera secuencial a construir dichas muteinas, de la siguiente manera:
primero se genera una muteina con un sitio de N-glicosilacion, mediante la
técnica de mutagénesis sitio-dirigida , y luego dicha muteina como molde

de partida para generar un nuevo sitio de N-glicosilacion.

El método para la obtenciéon de una linea celular eucariota derivada
productora de la muteina recombinante del interferon alfa humano de la
invencion, mas particularmente una linea celular CHO.K1, transfectada 6
transformada con un plasmido de expresién, pCl-neo, el cual presenta
dicho gen que codifica para la muteina recombinante del interferéon alfa

humano de la invencion, implica los siguientes pasos:

- Transformar 6 transfectar una célula eucariota con el vector de expresion
con el inserto de dicho gen que codifica para la muteina recombinante del
interferén alfa humano de la invencion y

- seleccionar aquel clon que exprese la muteina recombinante del

interferon alfa humano de la invencion.

Un procedimiento, también objeto de la presente invencidn, para producir la
muteina recombinante del interferén alfa humano de la invencién a partir de

dicha linea celular CHO.K1 productora, comprende los pasos de:

a)- cultivar la célula eucariota productora de la muteina recombinante del
interferon alfa humano de la invenciéon y
b)- aislar la muteina recombinante del interferén alfa humano de la

invencion expresada y excretada al medio de cultivo.

Un método, también objeto de la presente invencidn, de purificacion de la
muteina recombinante del interferén alfa humano de la invencion, implica la
obtencién de anticuerpos monoclonales especificos para dicha muteina,

adsorber dichos anticuerpos monoclonales en una columna cromatografica
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adecuada y purificar la muteina de la invencién por cromatografia de
inmunoafinidad.

El interferén alfa puede ser expresado en bacterias, levaduras 6 células de ’
insectos de acuerdo a procedimientos bien conocidos en el arte. En todos
estos casos el interferén recombinante no estara glicosilado o poseera un
grado de' glicosilacion menor y distinto al interferon glicosilado producido en
celulas animales. En estos casos se puede glicosilar 6 remodelar las
cadenas de azucares "in vitro". Para ello existen numerosos protocolos
descriptos con gran detalle en las siguientes patentes o solicitudes de
patentes: WO03031464, WO9425615, WO09216640, US20030040037,
US20030003529, US20020137134, US20020019342, US20030124645,
US20020160460, US20020142370, US20020119516.

En una de las realizaciones preferidas de la presente invencién se provee
un metodo para producir la muteina del interferon humano de la invencion
mediante los pasos de: a)- transformar ¢ transfectar una célula procariota
con un vector de expresion procariota adecuando que contiene el gen que
codifica para la muteina recombinante del interferén alfa humano de la
invencion; b)-seleccionar aquel clon que exprese el polipeptido de la
muteina recombinante del interferon alfa humano de la invencién: C)-
cultivar dicho clon en un medio de cultivo adecuado, d)-purificar, e)-
glicosilar “in vitro” el polipéptido de la muteina del interferén alfa humano
expresado por el clon del paso c); y f)-purificar la muteina del interferén alfa

humano de la invencion.

Se analizaron perfiles de glicosilaciéon de diversas muteinas recombinantes
del hiIFN-a2b: muteinas con un sitio de glicosilacion fuera de estructura
secundaria alfa hélice; la muteina recombinante del interferén alfa humano
de la invencion; el hIFN-a2b natural; y una isoforma no glicosilada; tal como

se observa en la Figura 3. Todas las mutantes con un unico sitio
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susceptible de N-glicosilacion exhibieron una mezcla de isoformas de IFN-a
de diferente masa molecular correspondientes a las siguientes fracciones:
no-glicosiladas; O-glicosiladas; y N-,O-glicosiladas; siendo la proporcion de
cada una de ellas variable de acuerdo con la mutante analizada. En el caso
particular de la muteina cuyo gen presenta una mutacién puntual en el
coddn que codifica para el aminoacido de la posicién Lys70 de manera de
generar un sitio de N-glicosilacién en estructura alfa hélice, rhIFN-a2bM70,
se observo una mayor masa molecular con respecto a las muteinas en las
que se incorpord un unico sitio susceptible de N-glicosilacién fuera de
estructuras tipo alfa hélice. Dicha muteina, rhIFN-a2bM70, corresponde a
una molécula que exhibe un mayor contenido de estructuras glicosidicas.
La glicosilacion en la estructura alfa hélice confiere al oligosacarido ligado a
la Asn70 mayor resistencia y como consecuencia superior estabilidad
frente a la accion de N-glicanasas. Estos mismos resultados son obtenidos
cuando se evalua la estabilidad de una muteina con un sitio de glicosilacién
en la posicion Asn93, también perteneciente a una estructura secundaria

tipo alfa hélice (ver ejemplo 7).

La muteina recombinante del interferén alfa humano de la invencion en la
forma de realizacién preferida correspondiente a cuatro sitios de N-
glicosilacibn en  posiciones Pro4, Arg23, Lys70 y Asp77,
rhIFN-a2bM4/M23/M70/M77, presenta un perfil de glicosilacion homogéneo
con un alto grado de glicosilacién, tal como se observa en la figura 3.
Ademas se observa en la misma figura que esta muteina
rhiFN-a2bM4/M23/M70/M77 presenta un bajo contenido de la isoformé O-
glicosilada y de aquéllas correspondientes a un bajo grado de glicosilacion.
Es decir que se observa una mayor concentracién de muteinas con
elevado grado de ocupacion en un rango de masas moleculares
comprendido entre 21 y 45 kDa, mas particularmente entre 30 y 45 kDa.
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A partir de la creacién de estos nuevos sitios de N-glicosilacion se ha
logrado mejorar la estabilidad de la citoquina in vivo comparada con
cualquiera de las isoformas del rhIFN-a2b conocidas en el estado del arte.
lLa creacion de la muteina recombinante del interferon alfa humano de la
invencion, en una forma preferida, con cuatro sitios de N-glicosilacién
(rhIFN-02bM4/M23/M70/M77) presenta un perfil de liberacion en el tiempo
equivalente a la molécula de interferon-PEG 12000 disponible
comercialmente, resultando ser un producto con alto grado de N-
glicosilacion y con un elevado grado de homogeneidad en cuanto al perfil
de glicosilacion. Por otro lado es de destacar la relevancia de que el
producto obtenido no involucra reacciones quimicas o la adicién de

polimeros sintéticos.

Los resultados obtenidos de la medicién de la actividad biolégica en
funcion del tiempo muestran que la muteina recombinante del interferén
alfa humano de la invencidn, en particular la correspondiente a la muteina
con un nuevo sitio de N-glicosilacidn en la posicion Lys70, presenta un
incremento de 1,63 respecto de una muteina con un nuevo sitio de N-
glicosilacion en un sitio carente de estructura alfa hélice (rhIFN-a2bM23).
Esto indica la importancia de seleccionar sitios de N-glicosilacion en

estructuras tipo alfa hélice.

La muteina recombinante del interferén alfa humano de la invencién
presenta propiedades farmacocinéticas, fisicas y quimicas mejoradas
respecto a las isoformas conocidas en el estado del arte obtenidas

mediante cultivos celulares.

Una formulacion farmacéutica de la muteina recombinante del interferén
alfa humano de la invencidn, otro objeto de la presente invencidn, para la
administraciéon y tratamiento de enfermedades tales como melanomas,

hepatitis C crénica, hepatitis B aguda y crénica, hepatitis no-A no-B aguda
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y cronica, Sarcoma de Kaposi, esclerosis milltiple, verrugas genitales,
leucemia, infecciones virales, entre otras, consiste en la preparacion de un
polvo, gel, crema, liofilizado, tabletas o una solucion para ser administrada
por una via seleccionada del grupo comprendido por subcutanea,
parenteral, oral, subli'ngual, infranasal o aplicacion tépica. Dicha
formulacion, en wuna preparacién preferida de solucién, presenta
concentraciones de 0,02mg/ml a 3mg/ml de masa de proteina en solucion.
Dichas formulaciones en solucion que comprenden el interferén de la
presente invencion, ademas comprenden un buffer, un estabilizador, un
crioprotector y un solvente. Como buffers,son tiles aquellos que
mantengan el pH entre 4,5 y 7,5, preferentemente entre 6,5 y 7,0, mas
preferentemente 6,8. Entre los buffers utilizados se mencionan citrato/acido
citrico, acetato/acido aceético; fosfato dibasico/monobasico,
preferentemente fosfato dibasico/monobasico en concentracion molar entre
0,005 a 0,1 molar. Como estabilizadores preferidos son Utiles los derivados
del poli(oxi-1,2- etanedil), entre éstos, mas preferentemente el mono-9-
octadecenoato poli (oxi-1,2-etanedil), Polysorbato 80, que puede utilizarse
en un rango de concentraciones de 0,01 a 1 mg/ml. Como crioprotectores
son utiles carbohidratos tales como sacarosa o manitol, agentes
tensoactivos tales como glicerol, dimetilsulfoxido ¢  Tween.
Preferentemente el crioprotector es un carbohidrato, mas preferentemente

la sacarosa en un rango de concentraciones que va desde 20 a 100 mg/ml.

La presente invencion tiene como otro objeto el uso de la muteina
recombinante del interferon alfa humano de la invencion para la
elaboracion de un medicamento para ser usado en un protocolo terapéutico
que permite reducir las dosis terapéuticas del IFN alfa 2b. Puede ser
administrado como monoterapia o en forma de terapia combinada con
ribavirina; como monoterapia por via subcutanea en dosis de 0,1
microgramos/kg a 2,0 microgramos/kg del paciente por semana. Mas

preferentemente en dosis 0,5 microgramos/kg a 1,0 microgramos/kg del
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paciente por semana. En el caso de terapia combinada se administra una
dosis de 0,5 a 3,0 microgramos/kg por semana de la muteina de la
invencién en combinacion con ribavirina en capsulas. Mas preferentemente
en dosis de 1,0 a 2,0 microgramos/kg por semana de la muteina de la

invencion en combinacion con ribavirina en capsulas.

Para una mejor comprensién de la presente invencidon se describen los
siguientes ejemplos, los cuales no deben ser interpretados como una
limitacion impuesta al alcance de la misma. Por el contrario, debe
entenderse claramente que puede recurrirse a otras realizaciones,
modificaciones y equivalentes de la misma que luego de leerse la presente
descripcidn, puede sugerir a aquellos entendidos en el tema sin apartarse

del espiritu de la presente invencion y/o alcance de las reivindicaciones

anexas.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Aislamiento del gen del IFN-a2b humano a partir de ADN
genomico de leucocitos |

El gen del hIFN-a2b se obtuvo mediante una reaccién de amplificaciéon por
PCR, utilizando como molde ADN gendmico obtenido a partir de leucocitos
de sangre periférica humana (Sambrook y col., 1989). Para la reaccién de
PCR se emplearon oligonucleotidos especificos que hibridan en ambos
extremos de la secuencia codificante del hIFN-a2b, denominados IFNalfaF

e IFNalfaR, los cuales se indican en la Tabla |.

TABLA I:  Oligonucleétidos empleados para la construccién de plasmidos

conteniendo el rhIFN-a2b wild type

Secuencia nucleotidida

5" TAACGAATTCACATCTACAATGGCCTTGAC 3
EcoRl
5" ATAGTCTAGAGTCTTTGAAATGGCAGATCA 3°
Xbal

Oligonucleétido
IFNalfaF

IFNalfaR
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El fragmento de 673 pb obtenido fue clonado en el plasmido comercial
pPGEM® T Easy Vector (Promega) siguiendo el protocolo descripto por el
fabricante. La secuenciacién de esta construccion, denominada pGEM-
rhIFN-a2bwt, confirmé la identidad del fragmento clonado, observandose
un 100% de homologia con la secuencia publicada en el Banco de Genes
(Gen Bank) para el hiIFN-a2b. En la Fig. 1 se observa la secuencia
nucleotidica correspondiente al ADNc del hIFN-o2b y la secuencia

aminoacidica correspondiente a la proteina codificada por el mismo.

Ejemplo 2: Seleccidon de los aminoacidos a modificar en el gen del
rhiFN-a2b para obtener nuevos sitios de N-glicosilacion

Con el objetivo de seleccionar los aminoacidos a mutar de manera de crear
en forma artificial sitios de N-glicosilacién, se decidié en primera instancia
llevar a cabo el menor nimero posible de cambios en la secuencia de
aminoacidos del hlIFN-a2b natural. Es decir, se idearon estrategias para
obtener un sitio artificial de N-glicosilacion mediante la sustituciéon de un
unico aminoacido de la cadena polipeptidica del rhIFN-a2b natural, con el
fin de minimizar la alteracion estructural de la molécula. De esta forma y
recordando la secuencia consenso buscada (Asn-Xaa-Ser/Thr), se

analizaron dos estrategias:

1- Localizacibn de todas las serinas y/o treoninas en la secuencia
aminoacidica del hlIFN-a2b natural, tercera posicidn de la secuencia
consenso, y cambio del aminoacido que ocupa la primera posicion por
asparagina.

2- Ubicacién de todas las asparaginas presentes en la secuencia del h|FN-
a2b natural (primera posicidon de la secuencia consenso) y mutacion del

aminoacido en la tercera posicidon por una serina o treonina.

Una vez identificados dichos aminoacidos, se procedio a estudiar los sitios

de glicosilacion resultantes de las correspondientes mutaciones teniendo
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en cuenta dos aspectos basicos: elevada probabilidad de glicosilacién vy

conservacion de la actividad biolégica de la proteina.

El primer aspecto se evalué con el objeto de generar, en lo posible, un alto
grado de ocupacién de los sitios elegidos. Para ello, se llevé a cabo el

siguiente analisis:

a- Area superficial accesible al solvente (ASA %) del aminoacido ubicado
en la primera posiciéon de la secuencia consenso (Asn u otro aminoacido
mutado por Asn). Este estudio proporciond informaciéon con respecto al
grado de exposicion superficial del aminoacido presente en la estructura de
la proteina al cual se uniria la cadena de oligosacaridos. Este parametro se
calculé utilizando el programa informatico ASAview (Ahmed, S., Gromiha,
M., Fawereh, H., Sorci, A, BMC Bioinformatics, 2004, 5:51:
http://www.netasa.org/asaview/).

b- Probabilidad de glicosilacion teniendo en cuenta la informacién presente
en bases de datos de glicoproteinas conocidas. Este parametro se
determind  empleando el programa  NetNGlyc 1.0  Server
(www.cbs.dtu.dk/serviées/NetNGch/) creado por el Centro de Andlisis de

Secuencias Bioldgicas (CBS, Universidad Técnica de Dinamarca).

Por otro lado, se analizaron las mutaciones seleccionadas desde el punto
de vista de evitar una pérdida de la actividad biologica de la proteina. Este

aspecto se estudio teniendo en cuenta dos caracteristicas:

a- Cercania del sitio probable de glicosilacién a la regién molecular
involucrada en la unién al receptor. De no tenerse en cuenta este
parametro, existiria una elevada probabilidad de generar glicoproteinas
cuyas cadenas hidrocarbonadas interferirian en la unién al receptor,

obteniendose formas biolégicamente inactivas del hIFN-a2b.
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b- Area superficial accesible al solvente (ASA%): la union de oligosacaridos
a residuos ocultos o en el interior de la proteina podria generar una
alteracion de la estructura terciaria de la misma, disminuyendo asi su
actividad bioldgica.

Los sitios posibles de ser sometidos a mutagénesis sitio-dirigida para
obtener una secuencia consenso Asn-Xaa-Ser/Thr son: Leu9, Arg12,
Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Leu95, Glu113, Arg125, Met148,
Ser150, Ser152, Leu153, GIn158 en estructuras secundarias tipo alfa
hélice y Pro4, Thr6, Arg23, Leu26, Phe47, Ala50, Asp77, Gly104, Thr1086,
Lys134, GIn158, Leu161 fuera de estructuras secundarias tipo alfa hélice.

De los sitios posibles de ser sometidos a mutagénesis sitio-dirigida para
obtener una secuencia consenso Asn-Xaa-Ser/Thr, fueron seleccionados
los aminoacidos Pro4, Arg23, Lys70 y Asp77 (se muestran en la figura 1)
para obtener construcciones de rhIFN-a2b mutadas por Asn en las
posiciones aminoacidicas indicadas. Estos sitios seleccionados

satisficieron las pruebas y analisis mencionados anteriormente.

Ejemplo 3: Mutagénesis sitio-dirigida y clonado de los genes
mutados en vectores de expresion para células eucariotas

El procedimiento de mutagénesis sitio-dirigida para la introduccion de sitios
de N-glicosilacion en el gen del hiIFN-a2b se realizé mediante técnica de
PCR en su variante extensién por solapamiento, la cual consistid
basicamente en 2 reacciones de PCR consecutivas. La descripcion de la
técnica empleada se resume en la Fig. 2. Ambas etapas de PCR se
llevaron a cabo en termociclador, durante 30 ciclos compuestos por las
siguientes etapas: desnaturalizacién a 94° C durante 1 minuto,
hibridizacion a 60° C durante 30 segundos y elongacion a 72° C durante 1
minuto. |
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Los oligonucleétidos empleados para llevar a cabo las mutaciones
puntuales seleccionadas se describen en la Tabla Il. De esta manera, se

obtuvo la secuencia nucleotidica correspondiente a cuatro variantes

mutadas del hIFN-a2b donde se incorpord un Unico sitio de N-glicosiIaCién, _

denominadas rhlFN-a2bM4, rhIFN-a2bM23, rhIFN-a2bM70 vy rhiFN-
a2bM77, en las cuales los codones correspondientes a los aminoacidos
Pro4, Arg23, Lys70 y Asp77 fueron sustituidos por un coddén que codifica

para una Asn, respectivamente.

Los fragmentos de ADN obtenidos fueron digeridos con las enzimas de
restriccion EcoRI y Xbal y clonados en el vector de expresion pCl-neo,
obteniéndose las construcciones denominadas pCl-neo-rhiIFN-a2bM4, pCl-
neo-rhiIFN-a2bM23, pCl-neo-rhIFN-a2bM70 y pCl-neo-rhIFN-a2bM77.

Tablall:  Oligonucledtidos empleados para la construccion de plasmidos

conteniendo las diferentes variantes glicosiladas

Oligonucleétido Secuencia nucleotidica

Mutd4a 5 GGGCTGTGATCTGAATCAAACCCACAGCCT 3~
Mut4b 5" AGGCTGTGGGTTTGATTCAGATCACAGCCC 3
Mut23a 5 GGCACAGATGAGGAATATCTCTCTTTTCTC 3
Mut23b 5" GAGAAAAGAGAGATATTCCTCATCTGTGCC 3°

5" CTCTTCAGCACAAATGACTCATCTGCTGCTTGG
Mut70a :

3

5" CCAAGCAGCAGATGAGTCATTTGTGCTGAAGAG
Mut70b

3

5 CATCTGCTGCTTGGAATGAGACCCTCCTAGACA
Mut77a

3

5 TGTCTAGGAGGGTCTCATICCAAGCAGCAGATG
Mut77b 5

Para la obtencion de la mutante de rhiFN-a2b con cuatro sitios de N-
glicosilacion, denominada pCl-neo-rhIFN-02bM4/23/70/77, se procedio a

adicionar un sitio de N-glicosilacion en forma secuencial empleando la
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tecnica de mutagénesis sitio-dirigida previamente descripta. De esta
manera, se construyé una mutante con dos sitios de N-glicosilacién,
utilizando como molde una molécula conteniendo un sitio de N-
glicosilacion. Posteriormente se construy6 una variante con tres sitios de N-
glicositacion empleando como templado la molécula que contenia dos sitios
de N-glicosilacién. Finaimente se obtuvo la mutante con los cuatro sitios de
N-glicosilacion, realizando la reaccién de mutagénesis sobre la molécula
que contenia tres sitios de N-glicosilacion. En cada paso se realizé el

clonado de cada variante en el vector de expresién pCl-neo.

Todas las construcciones de ADN conteniendo las diferentes variantes N-
glicosiladas del rhIFN-a2b fueron secuenciadas, lo que permitié verificar el

éxito de las mutaciones realizadas.

Ejemplo 4: Expresion transitoria de las variantes N-glicosiladas del

interferon alfa humano en células CHO.K1 (Chinese Hamster Ovary)

Con el objeto de evaluar la integridad del gen correspondiente a cada
variante del interferén alfa humano, su expresién, el grado de glicosilacion
de la citoquina y la actividad especifica de cada variante se llevaron a cabo
procedimientos de transfeccién de células CHO.K1 mediante técnica de
lipofeccién con los plasmidos pCl-neo-rhiFN-a2bM4, pCl neo-rhlFN-
a2bM23, pCl-neo-rhIFN-a2bM70, pCl-neo-rhIFN-a2bM77 y pCl-neo-rhlFN-
02bM4/M23/M70/M77.

Para ello, se sembraron 3.10° células.mI" CHO.K1 por pozo de una placa
de 6 cavidades utilizando medio de cultivo para células de mamifero (MC)
preparado a partir de una mezcla 1:1 (V:V) de los medios D-MEM y Ham's
F12 suplementado con NaHCO3 2,441 g/l, D(+) glucosa anhidra 6,6 mM,
piruvato de sodio 1 mM, glutamina 7,8 mM, triptofano 0,13 mM, éacido
aspartico 0,3 mM, serina 0,76 mM y sulfato de gentamicina 50 pg/ml. Dicho
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medio fue adicionalmente suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 5
% (VIV). Al dia siguiente, se retir6 el sobrenadante de los cultivos y la capa
celular fue lavada empleando el medio MC. Simultdneamente, se
prepararon diferentes mezclas conteniendo 10 ug de lipido cationico
(LipofectAMINE® 2000, Invitrogen) y 6 ug del correspondiente ADN
- plasmidico diluido en medio MC. Estas preparaciones fueron incubadas
durante 30 minutos a temperatura ambiente antes de ser adicionadas al
cultivo celular. Posteriormente, la solucién de lavado fue retirada de cada
cavidad procediéndose al agregado de las diferentes soluciones
conteniendo los liposomas las cuales fueron incubadas durante 4 horas.
Transcurrido el tiempo de incubacién se eliminé el sobrenadante de cultivo,
adicionandose medio de cultivo suplementado con SFB al 5 %(V/V). Luego
de 72 horas de incubacién, el sobrenadante de cultivo fue cosechado con

el fin de evaluar la expresién de las variantes del rhIFN-a2b glicosilado.

La evaluacion de la expresion y grado de glicosilacion de las diferentes
isoformas se llevo a cabo mediante técnica de ELISA sandwich y Western

Blot, respectivamente.

Ejemplo 5: Cuantificacion de rhIFN a2b mediante técnica de ELISA
sandwich

Placas de poliestireno de fondo plano de 96 cavidades fueron
sensibilizadas con 100 ul de una solucién de 1 ug.ml™ de mAb (100 ng por
cavidad) diluido en solucion de carbonato/bicarbonato de sodio 50 mM, pH
9,6 (solucion de sensibilizacion). Las placas fueron incubadas durante 1
hora a 37°C y durante toda la noche a 4°C. Luego de lavar 6 veces con
solucion salina de fosfatos (PBS), Tween 20 0,05 % (V/V), las placas
fueron bloqueadas con 200 ul PBS con el agregado de albumina sérica
bovina (BSA) al 1 % (P/V). Posteriormente, se adicionaron 100 ul de
diluciones sucesivas al medio de rhiFN-a2b no glicosilado (proteina

estandar) desde 25 ng.ml™* hasta 0,39 ng.mI"' empleando solucién de PBS,
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BSA 0,1 %(P/V), Tween 20 0,05 % (V/V) (solucién diluyente), incubandose
durante 1 hora a 37°C. Luego de los lavados correspondientes, se
adicionaron 100 ul de una solucién de anticuerpos policlonales de conejo
anti-rhIFN-a2b diluidos 1:2.000 con solucion diluyente. Las placas se
- incubaron durante 1 hora a 37°C. Finalmente, se agregaron 100 pl de
anticuerpos de cabra anti-inmunoglobulinas de conejo conjugados con la
enzima peroxidasa diluidos 1:1.000 con solucidén diluyente, incubandose
durante 1 hora a 37°C. Luego de lavar las placas, el revelado de las
mismas se llevdé a cabo empleando como sustrato agua oxigenada 0,12
volumenes diluida en solucion de citrato fosfato 50 mM, pH 5,3 con el
agregado de o-fenilendiamina en una concentracién de 3 mg.mi'. Se
adicionaron 100 pl de la solucién de revelado a cada cavidad y las placas
se incubaron en oscuridad a temperatura ambiente. Luego de incubar las
placas durante 15 minutos se determind la absorbancia de la solucién
presente en cada cavidad mediante lectura del color generado a 450 nm en
un lector de placas de microtitulacion. Los resultados de las experiencias
de transfecciones transitorias demostraron la expresiéon de rhlIFN-a2b
recombinante para todas las variantes analizadas luego de 72 horas post-

transfeccion

Ejemplo 6: Identificacion de las variantes de rhiFN-a2b mediante
técnica de Western Blot

En primera instancia, se llevd a cabo el procedimiento de electroforesis en
gel de poliacrilamida en presencia del reactivo dodecilsulfato de socio
(SDS-PAGE) y un agénte reductor de enlaces disulfuro siguiendo
esencialmente el método descripto por Laemmli (1970). Para ello, las
muestras fueron tratadas con soluciéon de Tris-HCI 0,05 M, SDS 2 % (P/V),
glicerol 10 % (V/V), B-mercaptoetanol 5 % (V/V), azul de bromofenol 0,05
% (P/V), pH 6,8. Las muestras fueron incubadas a 100 °C durante 3
minutos y sembradas directamente sobre el gel de apilamiento, cuya

concentracidon de monomero/ramificante (acrilamida/bisacrilamida) fue del 5
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% (P/V). El gel de separacién fue polimerizado con una concentracion de
acrilamida/bisacrilamida del 15 % (P/V). La corrida se llevé a cabo a voltaje
constante (200 mV) hasta que el frente de corrida alcanzé 0,5 cm del borde
inferior del gel de separacién. Luego de la electroforesis, se realizo la
.transferencia de las proteinas a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad).
Se utilizé un protocolo estandar de transferencia de proteinas empleando
Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20 % (V/V), pH 8,3 como solucion de

transferencia. La transferencia se llevd a cabo a intensidad de corriente .

constante de 180 mA durante 1 hora. Finalizada la misma, el éxito de la
transferencia se evalué detectando la presencia de proteinas con solucién
de Rojo Ponceau al 0,25 % (P/V) en acido acético glacial 15 % (V/IV) y
metanol 40 % (V/V). Posteriormente, el colorante se eluy6 por lavados
sucesivos con solucion salina de Tris (TBS) y la membrana fue bloqueada
con solucion de TBS, BSA 1 %(P/V). Luego de tres lavados sucesivos con

solucion de TBS, la membrana fue incubada con una solucidn de

anticuerpos policlonales de conejo anti-rhIFN-a2b diluidos 1:1.000 con’

solucion diluyente (TBS, BSA 0,1 %(P/V)). Luego de los correspondientes
lavados, la membrana fue incubada con una solucién de anticuerpos de
cabra anti-inmunoglobulinas de conejo conjugados con la enzima
peroxidasa diluidos 1:2.000 en solucion diluyente. Todas las incubaciones
fueron llevadas a cabo en agitacion durante 1 hora a temperatura
ambiente. Finalmente, se procedié al revelado de la membrana mediante
reacciéon de quimioluminiscencia empleando el kit comercial ECL Plus
Western Blotting Reagent (GE Healthcare). La emision de luminiscencia
fue detectada mediante exposicién de la membrana a peliculas fotograficas
durante un periodo de tiempo variable. El revelado de la pelicula se efectud
en forma manual empleando el método convencional de fijacion y revelado

fotografico.

Todas las variantes con un unico sitio susceptible de N-glicosilacion

exhibieron una mezcla de muteinas de IFNa de diferente masa molecular,
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correspondientes a fracciones no glicosiladas, O-glicosiladas y N,O-
glicosiladas, siendo la proporcidn de cada una de ellas variable de acuerdo
con la mutante analizada. En el caso particular de la muteina rhIFN-
a2bM70, se observd la expresion de muteinas de mayor masa molecular
con respecto a las restantes muteinas que incorporaron un unico sitio
susceptible de N-glicosilacién. Dichas isoformas corresponderian a
moléculas que exhiben un mayor contenido de estructuras glicosidicas.
Con respecto a la muteina rhIFN-a2bM4/M23/M70/M77, se observd un
grado de glicosilacion variable con desaparicion de la isoforma O-
glicosilada y disminucién de la proporcion de aquellas correspondientes a
un bajo grado de ocupacion. Por otro lado, se observd una mayor
concentracion de isoformas con elevado grado de ocupacion en un rango

de masas moleculares comprendido entre 21 y 45 kDa.

En todos los casos (mutantes portando un unico sitio o0 4 sitios susceptibles
de N-glicosilacion) se confirmé la presencia de oligosacaridos unidos por
enlaces tipo N mediante tratamiento de N-desglicosilacién especifica
empleando la enzima PNGasa F (Asparagina amidasa, Biolabs). De esta
manera, todas las muteinas coincidieron con bandas proteicas
correspondientes a la variante O-glicosilada, confirmando la presencia de
cadenas hidrocarbonadas unidas a través de enlace N-glicosidico en los

sitios incorporados. La figura 3 ilustra los resultados obtenidos.

Ejemplo 7: Evaluacion de la estabilidad de variantes del hIFN-aZb
N-glicosiladas en posiciones dentro de estructuras secundarias alfa
helicoidales y fuera de estructuras secundarias alfa helicoidales
frente a la accion de la enzima PNGasa F (N-desglicosidasa)

Se analizé la estabilidad de las muteinas rhiIFN-a2bM70 (cuyo sitio de
N-glicosilacion se encuentra comprendido en una region de la proteina de
estructura secundaria tipo alfa hélice) y rhIFN-a2bM23 (cuyo sitio de

N-glicosilacién se encuentra fuera de estructuras tipo alfa hélice) frente a la
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accion de la enzima PNGasa, la cual produce la liberacidon de los
oligosacaridos unidos por un enlace N-glicosidico a la cadena polipeptidica.
Ademas, para extender los resultadbs a otras variantes N-glicosiladas en
sitios con similares caracteristicas, se construyeron dos muteinas
adicionales, siguiendo esencialmente los pasos descriptos en los ejemplos
3 y 4. De esta manera, mediante mutacién del residuo Leu95 por Thr, se
cred6 un sitio de N-glicosilacion (Asn93-Asp94-Thr95) dentro de una
estructura alfa helicoidal (hélice C), obteniéndose l|a muteina
rhIFN-a2bM95. Por otro lado, mediante mutacién del residuo Phed47 por
Thr, se obtuvo la muteina rhiFN-a2bM47, la cual porta el sitio de
N-glicosilacion Asn45-GIn46-Thr47 en un asa de conexion, es decir, fuera
de estructuras alfa helicoidales. Las cuatro muteinas mencionadas fueron
analizadas desde el punto de vista de su estabilidad frente a la enzima N-

desglicosilante.

Para ello, 350 ul de sobrenadante de cultivo correspondiente a cada una
de las mencionadas mutantes fueron tratados con 250 U de PGNasa F
(Biolabs) e incubado a 37°C. La reaccion de desglicosilacion fue inhibida a
diferentes intervalos de tiempo (30, 60, 90, 120, 150, 180 y 300 minutos)
tomando una alicuota de 45 ul de dicha mezcla e incubandola con 15 ul de
solucion de Tris-HCI 0,05 M, SDS 2 % (P/V), glicerol 10 % (VIV), B-
mercaptoetanol 5 % (V/V), azul de bromofenol 0,05 % (P/V), pH 6,8
durante 5 minutos a 100°C. Al finalizar la reaccidén de desglicosilacion todas
las muestras fueron analizadas mediante técnica de SDS-PAGE reductor y
posterior ensayo de Western Blot siguiendo las etapas esencialmente

indicadas en el ejemplo 6.
Luego de revelar las membranas por reaccién de quimioluminiscencia se

estimd el porcentaje de isoformas N,O-glicosiladas, O-glicosiladas y no

glicosiladas presentes en las muestras mediante densitometria y posterior
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valoracion porcentual de las mismas empleando el software comercial
ImageMaster TotalLab V1.11 (GE Healthcare, Suecia).

En la Fig. 4 se resumen los resultados de desglicosilacion enzimatica
correspondientes a las 4 variantes mutadas de hIFN-02b. La mutante IFN-
a2bM23 demostré completa eliminacion del enlace N-glicosidico luego de
150 minutos de incubacion con la enzima, mientras que la mutante IFN-
a2bM47 redujo su grado de N-glicosilacion en un 50 % luego de los 30
minutos de tratamiento enzimatico. Por otro lado, las mutantes IFN-a2bM70
y IFN-a2bM95 conservaron aproximadamente un 40 % de las variantes
N,O-glicosilada al final del experimento, con respecto al total de formas de

IFN presentes en cada muestra.

En la Fig. 5 se observa la variacion porcentual de N-glicosilacién en funcidn
del tiempo expresada como porcentaje de la misma con respecto a la
cantidad presente al inicio del procedimiento de desglicosilacion
enzimatica. Notoriamente, se visualiza la mayor estabilidad de las variantes
IFN-a2bM70 y IFN-02bM95 que conservaron una elevada proporcion de

dicha isoforma (90% y 70%, respectivamente) luego de 300 minutos de
reaccion.

Analizando la estructura molecular del hIFN-a2b, se observa que la
posicion aminoacidica Arg23 se halla en el inicio de un asa de conexién de
dos estructuras a-hélices y la posicidon aminoacidica Phe47 se encuentra
en la region central de otra asa de conexion, lo que le conferiria mayor
susceptibilidad a la accion de la enzima desglicosilante. Las posiciones
Lys70 y Leu95, en cambio, forman parte de una a-hélice (hélice B’y hélice
C, respectivamente). Este tipo de estructura conferiria a ambos sitios

mayor resistencia y como consecuencia superior estabilidad a la accién de
N-glicanasas.
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Ejemplo 8: Evaluacion de la actividad bioldgica antiviral in vitro de las
variantes mutadas de rhIFN-a2b

La actividad bioldégica de las diferentes variantes del hIFN-o2b fue
determinada mediante medicién del efecto antiviral de las mismas sobre
cultivos de células MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney, ATCC CCL-22)
infectados con el virus de la Estomatitis Vesicular (VSV), cepa Indiana
(ATCC VR-138). Para ello, placas de fondo plano de 96 cavidades fueron
sembrados con 100 ul de una suspension celular de 250.000 cél.ml”
empleando medio de cultivo MEM suplementado con L-glutamina 2 mM,
bicarbonato de sodio 2,2 mg.ml”', gentamicina 50 ug.ml™ y suero fetal

bovino al 10 %(V/V) (medio de crecimiento).

lLa actividad biolégica de las diferentes muteinas fue determinada mediante
medicion del efecto antiviral de las mismas sobre cultivos de células MDBK
(Madin-Darby Bovine Kidney, ATCC CCL-22) infectados con el virus de la
Estomatitis Vesicular (VSV), cepa Indiana (ATCC VR-158). Para ello,
placas de fondo plano de 96 cavidades fueron sembrados con 100 pl de
una suspension celular de 250.000 cél.mlI’ empleando medio de cultivo
MEM suplementado con L-glutamina 2 mM, bicarbonato de sodio 2,2
mg.ml”", gentamicina 50 pg.ml™ y suero fetal bovino al 10 %(V/V) (medio de
crecimiento). Las placas se incubaron durante toda la noche en estufa a
37°C en atmosfera de CO; al 5% saturada de humedad. Al dia siguiente, se
elimin6é el sobrenadante de cultivo y se agregaron 100 yl de sucesivas
diluciones al medio de rhIFN-a2b no glicosilado (estandar) desde 20 U.ml"
hasta 0,156 U.ml™" y las correspondientes muestras a evaluar en diluciones
adecuadas. Todas las diluciones se efectuaron en un medio de cultivo
idéntico al de crecimiento con una concentracién de SFB al 2% (V/V)
(medio de ensayo). Las placas fueron incubadas en estufa durante 6 horas.
Transcurrido este tiempo, se retird el sobrenadante y las placas se lavaron
mediante el empleo de medio de ensayo. Finalmente, se agregaron 100 pl

de una suspensiéon del virus VSV preparado en medio de ensayo. Se
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trabajé con aquella dilucién viral capaz de generar al cabo de 20-24 horas
una accion citopatica del 100 %. Las placas se incubaron toda la noche en
estufa a 37°C en atmosfera de CO, al 5% saturada de humedad. Al dia
siguiente, al observar una accién citopatica aproximada del 100 % en
aquellas cavidades controles en ausencia de IFN, se elimind el
sobrenadante de cultivo por inversién de las placas y se procedio al
revelado de las mismas empleando 50 pyl de solucién de cristal violeta
0,75 %(P/V) en metanol 40 %(V/V). Las placas se incubaron a 37°C
durante 15 minutos. Se eliminé el colorante y las placas fueron lavadas con
agua destilada hasta verificar la ausencia de colorante en los lavados.
Luego de escurrir las placas, se adicionaron 250 ul de solucion de acido
acético al 20 %(V/V). Las placas fueron homogeneizadas hasta observar
una coloraciéon uniforme en cada cavidad, determinandose finalmente la
absorbancia qel colorante por mediciones espectrofotométricas a
A=540 nm.

Se determind el parametro actividad biolégica eépecifica (ABE) de cada
molécula (Tabla lll). Las mutantes rhiFN-a2bM4, rhIFN-a2bM23 y rhiFN-
a2bM77 exhibieron niveles variables de actividad especifica en un rango
comprendido entre 160 y 290 U.ng™". De esta mahera, la incorporacion de
mutaciones en la secuencia proteica y/o la presencia de cadenas
hidrocarbonadas de tipo N- no alteraron significativamente la actividad de
dichas variantes al comparar con la actividad bioldégica especifica del
rhiIFN-a2b no-glicosilada (entre 150 y 200 U.ng’). En el caso de la
muteina rhlFN-a2bM70 se evidencié un descenso del mencionado

parametro en un 48%. Sin embargo, considerando la conservacion de la

actividad biolégica especifica de las variantes IFN-a2bM4, IFN-a2bM23 e -

IFN-a2bM77 y el superior grado de glicosilacion de la muteina rhiFN-
02bM70, se obtuvo la correspondiente muteina portadora de los

mencionados 4 sitios susceptibles de N-glicosilacién. Al evaluar su
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actividad bioldgica especifica (26 U.ng™"), se observo un descenso del 87%

con respecto a la molécula no-glicosilada.

Tabla Ill: Evaluacién de diferentes muteinas glicosiladas de rhIFN-o2b

. Variante de Concentracion ABE
thIFN-a2b ' (ng.ml™) (U.ng™")
IFN-02bM4 186 265
IFN-02bM23 143 287
IFN-a2bM70 221 105
IFN-02bM77 153 164
IFN-02bM4/23/70/77 109 26

Ejemplo 9: Obtencion de lineas celulares estables productoras de
rhiIFN-a2b mutado

Para la obtencion de lineas celulares estables productoras de rhiIFN-a2b N-
glicosilado, células CHO.K1 fueron transfectadas en forma transitoria con
las diferentes construcciones siguiendo, es_en‘cialmente, las etapas
descritas en el ejemplo 4. Posteriormente, los cultivos fueron sometidos a
presion de seleccion con el antibiético Neomicina (200 yg.ml™) entre 72 y
168 horas post-transfeccion. Luego de dos semanas .de cultivo en
presencia del mencionado antibidtico, se cuantificaron los niveles de
expresion de la citoquina mediante técnica de ELISA sandwich y las lineas
productoras (CHO pCl-neo-rhiFN-a2bM4, CHO pCl-neo-rhiIFN-a2bM23,
CHO pCl-neo-rhIFN-a2bM70, CHO pCl-neo-rhiFN-a2bM77 y CHO pCl-
neo-rhiFN-a2bM4/23/70/77) fueron conservadas en nitrogeno liquido.
Posteriormente, las lineas celulares que conservaron la expresion de la
citoquina fueron clonadas por el método de dilucién limite. En la Tabla IV
se detallan los clones seleccionados y su productividad especifica en fase
estacionaria. En la misma, se remarcan los clones de cada linea celular
que demostraren mayor productividad, los cuales fueron empleados para la

fase de produccién de cada variante de rhIFN-a2b mutado.

48



Tabla IV: Clonado de las lineas productoras y evaluacion de la

productividad especifica de los clones obtenidos

Productividad
Linea Clon especifica
(ng. 10%cél" . dia™)
m41A6 20,52
CHO pCl-neo-IFN-a2bM4 ma2es 27,01
m42F8 45,43
. m42G5 16,40
CHO pCl-neo-IFN-a2bM23 me3th2 46.67
m231D7 106,93
CHO pCl-neo-IFN-02bM70 m701E3 42,95
m702B2 6,67
m771A6 36,95
m771C6 76,29
CHO pCl-neo-IFN-a2bM77 m77281 ar.er
m772D4 54,37
m772E7 44,33
m772G8 36,30
L1A8 19,16
L1B8 21,26
- L2A8 11,55
L2C8 39,72
3D2F5 46,50
3D2C8 12,28
3D2G8 6,65
CHO pCl-neo- 7D1H6 16,86
IFN-a2bM4/23/7077 7D1F7 9,92
7D2H3 5,91
7D2A5 6,99
7D2H7 5,46
7D2F8 2,32
7D1H6 16,86
7D1F7 9,92
) 7D2H3 5,91
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Ejemplo 10: Produccién de rhiIFN-a2b mutado mediante el cultivo de
los clones seleccionados en condiciones de adherencia

En primera instancia, se determiné la productividad especifica de rhlFN-
a2b durante las diferentes fases del cultivo celular, exhibiendo los clones
evaluados, una mayor productividad especifica de la citoquina durante la
fase estacionaria del cultivo. |

En segundo lugar, se ensayaron diferentes concentraciones de SFB para
suplementar el medio de cultivo, con el objeto de disminuir el contenido
proteico de los sobrenadantes y facilitar la posterior purificacion de la
variante del rhIFN-02b. Con este fin, los clones se cultivaron empleando
medio de cultivo (MC) suplementado con SFB al 5% (V/V) y, cuando
alcanzaron la fase estacionaria, el sobrenadante condicionado fue
sustituido por medio de cuiltivo fresco conteniendo diferentes
concentraciones de suero: 5%, 1%, 0,5% y 0,1% (V/V). Luego de 24 horas
de cultivo, se observé una drastica caida de la productividad especifica al
pasar de una concentracion de SFB del 5% al 1% (V/V). Sin embargo, la
productividad especifica empleando concentraciones de SFB al 1% y 0,5%
(VIV) fue similar, seleccionandose esta Ultima concentracién de suero para
llevar a cabo la produccion. De esta manera, se logré disminuir diez veces

el contenido proteico de las muestras a purificar.

Por ultimo, se, realiz6 una experiencia para determinar el numero de
recambios de medio de cultivo y el intervalo de tiempo 6ptimo entre los
mismos con el objetivo de obtener la mayor masa posible de proteina
recombinante. Se realizaron ocho cosechas y sus correspondientes
recambios de medio de cultivo cada 24 horas y cuatro cosechas cada 48
horas en cultivos en fase estacionaria de crecimiento. Se encontré que la
masa total acumulada del rhIFN-02b era similar en ambas experiencias,
obteniéndose una mayor concentracion de la citoquina en los

sobrenadantes cosechados cada 48 horas.
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En todas las experiencias anteriormente mencionadas, se evalud la calidad
de las proteinas producidas demostrandose que, independientemente de
las condiciones ensayadas, se conservo la actividad biolégica especifica y

el perfil de isoformas de masa molecular de las diferentes moléculas.

De esta manera, se procedio a la produccion de las diferentes variantes del
rhIFN-a2b empleando frascos de cultivos de 500 cm? de superficie. Para
ello, se sembraron aproximadamente 2.10° cél.ml™ empleando medio de
cultivo MC suplementado con SFB al 5% (V/V). Cuando el cultivo alcanzé
la fase estacionaria de crecimiento se iniciaron los recambios secuenciales
cada 48 y 72 horas empleando medio de cultivo MC suplementado con
SFB al 0,5% (V/V). El sobrenadante de cultivo fue centrifugado a 3.000
rp.m durante 10 minutos y conservado a -20°C para la posterior

purificacion de 1a variante correspondiente.

Ejemplo 11: Purificacion del muteina recombinante del interferon alfa
humano de la invencién a partir de sobrenadantes de cultivo

La purificacién de las diferentes variantes mutadas del rhIFN-a2b se realizé
empleando el método de cromatografia de inmunoafinidad, utilizando como
ligando el mAb seleccionado como anticuerpo de captura para la técnica de
ELISA sandwich.

En primera instancia, se realizé la produccién in vivo del mAb en liquido
ascitico, empleando un lote de 10 ratones BALB/c hembras de 2 meses de
edad. Para ello, se realizé la inoculacién intraperitonial de 0,5 ml de acido
2, 6, 10, 14-tetrametildecanoico (Pristane®, Sigma) a cada ratén y luego de
10 dias se realizo la inoculacion de 2.10° células de hibridoma por animal
resuspendidas en 0,5 ml de PBS por la misma via. El liquido ascitico fue
recolectado por puncion de la region intraperitoneal con aguja de 1,2 mm

~de diametro, a partir de la primera semana posterior a la inoculacion de
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hibridomas. La concentracién de inmunoglobulinas murinas en el fluido

ascitico se determind mediante técnica de ELISA sandwich.

La purificacién del mAb se realizé por cromatografia de afinidad empleando
una columna de proteina A Sepharose High Trap de 5 ml (GE Healthcare),
siguiendo la técnica descripta por Harlow y Lane (1998). La concentracién
de  inmunoglobulina  pura fue calculada mediante lectura
espectrofotométrica a 280 nm utilizando un coeficiente de extincién

porcentual (£ ) de 12,5. Multiplicando 10 x (£% )" por la lectura de

~lem

densidad optica se obtiene la concentracién de mAb expresada en mg.ml™.

El ligando de afinidad fue acoplado a una matriz de Sepharose 4B activada
con bromuro de cianégeno siguiendo el protocolo estandar (GE
Healthcare). El porcentaje de acoplamiento del mAb a la resina fue de un
98,3% vy la capacidad tedrica de la matriz fue de 186 ug de rhIFN-a2b no
glicosilado por ml de gel.

El protocolo de purificacion de las muteinas del rhIFN-a2b con un sitio de
N-glicosilacién y con cuatro sitios de N-glicosilacion se describe a
continuacion. El sobrenadante de cultivo que contenia la citoquina fue
acondicionado mediante el agregado de Tritén X-100 hasta alcanzar una
concentracion de 0,3% (V/V). La muestra acondicionada se aplicd a la
columna previamente equilibrada con solucion de Tris 0,1 M, Tritén X-100
0,3% (VIV) (pH 7,5) a un flujo de 0,5 mi.min™". Posteriormente, se lavo con

5 volumenes de columna empleando cada una de las siguientes

soluciones:
1-solucion de NaCl 0,5 M, Triton X-100 0,2% (V/V) en Tris 0,025 M (pH

7,5).
2-solucién de NaCl 0,15 M en agua (pH 5,0).
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La elucién del rhiFN-o2b fue evaluada empleando tres soluciones
diferentes:

1- solucion de NaCl 0,15 M en acido acético 0,2 M (pH 3,0)

2- solucion de glicina 0,1 M (pH 2,5)

3- solucion de glicina 0,1 M (pH 2,0).

Se recolectaron fracciones de 2 ml. Cada fraccion fue neutralizada
mediante el agregado de solucién de Tris 1 M (pH 9,0). La matriz se
conservé en solucion de azida 0,02 % (P/V) en Tris 0,025 M (pH 7,5).

La presencia del rhIFN-02b fue evaluada en todas las fracciones mediante
tecnica de ELISA sandwich, obteniendo un mayor porcentaje de
recuperacion (en un rango comprendido entre el 95% y 100 %) mediante el

empleo de la solucién de glicina 0,1 M (pH 2,0).

La eficiencia de purificacion se estudié mediante la técnica de SDS-PAGE
en condiciones reductoras con posterior tincién argéntica y ensayos de
Western blot (Figura 6). El porcentaje de pureza, estimado por
densitometria de bandas, fue del 85 %. Ademas, los ensayos de Westemn
blot demostraron que, para ambas variantes del rhIFN-a2b, el perfil de
isoformas de la molécula purificada fue muy similar al de la citoquina

presente en los sobrenadantes de cuitivo.

Ejemplo 12- Evaluacidon de los parametros farmacocinéticos de las
variantes con un unico sitio de N-glicosilacion denominadas rhIFN-
a2bM23 y rhiFN-a2bM70 en animales de experimentacion empleando
la via de inoculacion subcutanea |

Se evaluaron las propiedades farmacocinéticas de las variantes con un
sitio susceptible de N-glicosilacion fuera de regiones a-hélice (rhiFN-
a2bM23) y formando parte de una a-hélice (rhIFN-a2bM70), empleando la

via de inoculacion subcutanea. Para tal fin, ratas Wistar hembras, de dos
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meses de edad, con un peso promedio de 200 g fueron inoculadas con las
mencionadas variantes de IFN empleando una dosis Unica de 5 x 10° U.Kg
' de peso corporal del animal. Posteriormente, a diferentes tiempos post
inyeccidn se recolectaron muestras de sangre mediante puncion de la vena
retroorbital empleando capilares heparinizados y se determiné la presencia
de la citoquina cuantificando su actividad bioldgica volumétrica. Con los
datos obtenidos se graficd actividad biolégica de cada muestra en funcion
del tiempo (Fig. 7). El mismo experimento se llevé a cabo empleando la
molécula de IFN wild type (rhIFN-o02bwt).

El calculo del &rea debajo de las curvas (AUC) de actividad biolégica en
funcién del tiempo correspondiente a la variante glicosilada rhIFN-a2bM70

demostrd un incremento en una magnitud de 1,63 veces con respecto a la
variante rhIFN-a2bM23.

Ejemplo 13: Evaluacion de parametros farmacocinéticos de las
diferentes variantes de rhiIFN-a2b en animales de experimentacién

13-a)- Via de inoculacién endovenosa

Con el propdsito de evaluar la influencia de la porcién glicosidica sobre los
parametros farmacocinéticos de las variantes glicosiladas de rhIFN-a2b se
selecciond la variante rhiIFN-02bM77 (representante de las moléculas con
un Unico de sitio susceptible de N-glicosilacién fuera de una estructura alfa-
helice) y la muteina rhIFN-a2bM4/23/70/77. Los estudios se realizaron en
comparacion con la molécula de rhIFN-a2b producida en bacterias (no-
glicosilada) y la version conjugada covalentemente con una molécula de
polietilenglicol (PEG) de 12 kDa (rhIFN-02b-PEG 12kDa; Schering Plough).
Para tal fin, ratas Wistar hembras, de dos meses de edad, con un peso
promedio de 200 g fueron inoculadas con una dosis Unica de 52,6 pmol de
cada variante de IFN por animal empleando, en primera instancia, la via de
administracién endovenosa (vena de la cola). En dicho ensayo, se

utilizaron lotes de 4 animales por cada variante estudiada. Posteriormente,
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a diferentes tiempos post-inyeccion se recolectaron muestras de sangre
mediante puncién de la vena retroorbital empleando capilares
heparinizados. A partir de las mismas, se determind la presencia de la
citoquina cuantificando su actividad biolégica volumétrica (AB) mediante el
ensayo de valoracion de la actividad bioldgica in vitro anteriormente
mencionado. Con los datos obtenidos se calculd el porcentaje de actividad
biologica remanente en cada muestra con respecto a las unidades de
actividad biolégica de IFN suministrada a cada rata y se grafico dicho
porcentaje en funcion del tiempo transcurrido desde su inoculacién (Fig.8).
El comportamiento de las diferentes moléculas se ajustd adecuadamente a
un modelo bicompartimental, el cual se rige por la siguiente ecuacion:
C=A.e—tlt1+B.e-tlt2, |

donde C es la fracciéon del farmaco remanente en la circulacion al tiempo t,
Ay t1 son parametros de la fase inicial que reflejan la distribucién de la
proteina a los fluidos extravasculares del organismo, mientras que B y t2

son parametros que caracterizan la fase terminal de eliminacion del
farmaco.

De esta manera, se realizo un ajuste de regresion para todas las curvas

obtenidas, determinandose los pardmetros farmacocinéticos que se
detallan en la Tabla V.

Tabla V. Evaluacién de parametros farmacocinéticos de las diferentes

variantes de rhIFN-a2b.

-

Clearance
Variante t1 (minuto) t2 (minuto) o o
plasmatico (ml.min™)
rhiIFN-a2b noglicosilado 2,3+0,1 14,1+2,8 3,21
rhiFN-a2b M77 24102 62,0+ 0,7 2,33
rhiFN-a2b M4/23/70/77 4,7+0,3 1258 + 16,4 0,36
rhIFN-a2b-PEG (12kDay) 43+1,0 59,6 £6,0 0,37
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En dicha Tabla, se observa que el tiempo de vida media de la fase inicial
(el cual es proporcional a t1) de las moléculas de rhIFN-a2b no-glicosilado
e rhIFN-02bM77 es similar entre si resultando inferior con respecto al
calculado para las variantes rhIFN-a2bM4/23/70/77 y rhIFN-02b-PEG. Por
otro lado, el tie;npo de vida media correspondiente a la fase de eliminacion
fue superior para la variante de rhIFN-a2bM4/23/70/77.

Teniendo en cuenta las variantes no glicosiladas y glicosiladas de IFN, se
observd un descenso del clearance plasmatico a medida que se
incremento el contenido de hidratos de carbono. En el caso particular de la
variante rhiIFN-a2bM4/23/70/77, se visualizd una reduccion en dicho
parametro en una magnitud de 9 veces con respecto a la molécula de
rhIFN-a2b no modificada. Por otro lado, no se observaron diferencias
significativas en el calculo del clearance plasmatico correspondiente a las
moléculas de rhiFN-a2bM4/23/70/77 y rhlIFN-a2b-PEG.

-

13 b)-Via de inoculacion subcutanea

Adicionalmente, se evaluaron las propiedades farmacocinéticas de la
muteina con cuatro sitios susceptibles de N-glicosilacion (IFN-
02bM4/23/70/77) empleando la via de inoculacién subcutanea. Para tal fin,
ratas Wistar hembras, de dos meses de edad, con un peso promedio de
200 g fueron inoculadas con la mencionada variante de IFN empleando
una dosis Unica de 5 x 10° UKg' de peso corporal del animal.
Simultaneamente, se inocularon animales con idéntica dosis de rhIFN-a2b
no glicosilado 6 rhlFN-a2b-PEG 12kDa. Posteriormente, a diferentes
tiempos post inyeccidn se recolectaron muestras de sangre mediante
puncién de la vena retroorbital empleando capilares heparinizados. A partir
de las mismas; se determiné la presencia de la citoquina cuantificando su
actividad biolégica volumétrica mediénte el ensayo de valoracién de la

actividad biolégica in vitro anteriormente mencionado. Con los datos
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obtenidos se graficod actividad biolégica de cada muestra en funcion del
tiempo (Fig. 9).

El calculo del area debajo de las curvas (AUC) de actividad biologica en
funcion del tiempo correspohdiente a la variante N-glicosilada rhlFN-
02bM4/23/70/77 demostré un incremento en una magnitud de 37 veces
con respecto a-la variante no glicosilada de la citoquina. Simultaneamente,
la citoquina glicosilada alcanzé una concentracion maxima de actividad
biolégica a partir de la primera hora post-inyeccién manteniéndose
aproximadamente constante durante 10 horas. Dicha concentracion
maxima fue superior a la alcanzada por la variante no glicosilada, la cual se
evidencié como un pico de concentracién luego de 30 minutos posteriores
a la inoculacion de la misma. Finalmente, los niveles de actividad biolégica

de esta ultima variante se tornaron no detectables luego de 4 horas post-
inyeccioén.
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REIVINDICACIONES

Habiendo asi especialmente descrito y determinado la naturaleza de la
presente invencion y la forma como la misma ha de ser llevada a la

practica, se declara reivindicar como de propiedad y derecho exclusivo:

1. Una muteina recombinante del interferén alfa 2b humano con al menos
un sitio de N-glicosilacién de secuencia consenso Asn-Xaa-Ser/Thr
CARACTERIZADA PORQUE dicho sitio es generado por la
sustitucion de un aminoacido que se encuentra comprendido en una
estructura tipo alfa hélice, y dicho sitio es seleccionado del conjunto
comprendido por las posiciones Leu9, Arg12, Asn65, Leu66, Phe67,
Lys70, Phe84, Asn93, Glu113, Arg125, Met148, Ser150, Ser152,
Leu153, Asn156.

2. La muteina recombinante del interferén alfa 2b humano de acuerdo con
la Reivindicacion 1, CARACTERIZADA PORQUE dicho sitio es

seleccionado del conjunto comprendido por las posiciones Lys70,
Asn93, Glu113.

3. La muteina recombinante del interferén alfa 2b humano de acuerdo con
la Reivindicacién 1 0 2, CARACTERIZADA PORQUE dicho sitio de N-
glicosilacion es uno y dicha muteina presenta una estabilidad frente a
Nglicanasas de al menos 70% respecto de la concentracion inicial

luego de 300 minutos de reaccion.

4. La muteina recombinante del interferon alfa 2b humano de acuerdo con
las Reivindicaciones 1 o 2, CARACTERIZADA PORQUE ademas
posee al menos un sitio de glicosilacion en una posicion fuera de una

estructura tipo alfa hélice.
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5. La muteina.recombinante del interferdn alfa 2b humano de acuerdo con
la Reivindicacién 4, CARACTERIZADA PORQUE dicho sitio de
glicosilacién en una posicidon fuera de una estructura secundaria tipo
alfa helice es seleccionado del conjunto comprendido por las
posiciones Pro4, Thr6, Arg23, Leu26, Asn45, Ala50, Asp77, Gly104,
Thr106, Lys134, GIn158, Leu161.

6. La muteina recombinante del interferon alfa 2b humano de acuerdo con
las Reivindicaciones 1 o 2, CARACTERIZADA PORQUE comprende
dos sitios de N-glicosilacion.

7. La muteina recombinante del interferén alfa 2b humano de acuerdo con
la Reivindicaciéon 6, CARACTERIZADA PORQUE posee un sitio de N-
glicosilacion en la posicién Lys70 y un sitio de N-glicosilaciéon en una
posicion fuera de wuna estructura secundaria tipo alfa hélice
seleccionado del conjunto comprendido por las posiciones Pro4, Arg23
y Asp77.

8. La muteina recombinante del interferon alfa 2b humano de acuerdo con
las Reivindicaciones 1 o0 2, CARACTERIZADA PORQUE comprende
tres sitios de N-glicosilacion. '

9. La muteina recombinante del interferén alfa 2b humano de acuerdo con
la Reivindicacién 8, CARACTERIZADA PORQUE posee un sitio de N-
glicosilacifgn en la posicion Lys70 y dos sitios de glicosilacién
seleccionados del conjunto comprendido por las posiciones Pro4,
Arg23 y Asp77.

10. La muteina recombinante del interferén alfa 2b humano de acuerdo con
las Reivindicaciones 1 o 2, CARACTERIZADA PORQUE comprende

cuatro sitios de N-glicosilacién.
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11.

12.

13.

14.

La muteina-recombinante del interferén alfa 2b humano de acuerdo con
la Reivindicacién 10, CARACTERIZADA PORQUE dicha muteina
presenta un clearance plasmatico menor o igual a 0,36 mi/min.

La muteina recombinante del interferén alfa 2b humano de acuerdo con
la Reivindicacién 10 u 11, CARACTERIZADA PORQUE dicha muteina
comprende los sitios de glicosilacion Pro4, Arg23, Lys70 y Asp77.

La muteina recombinante del interferén alfa 2b humano de acuerdo con
las Reivindicaciones 1 0 2, CARACTERIZADA PORQUE comprende
cinco sitios de N-glicosilacion en los aminoacidos seleccionados del

conjunto comprendido por los aminoacidos Lys70, Pro4, Arg23, Asp77,
Leu95 y Glu113.

Un gén que codifica para una muteina recombinante del interferon alfa
2b humano con al menos un sitio de N-glicosilacion de secuencia
consenso Asn-Xaa-Ser/Thr CARACTERIZADO PORQUE dicho sitio
es generado por una mutacién sitio-dirigida que genera dicho sitio de
N-glicosilacién en una estructura tipo alfa hélice, y dicho sitio es
seleccionado del conjunto comprendido por las posiciones Leu9,
Arg12, Asn65, Leu66, Phe67, Lys70, Phe84, Asn93, Glu113, Arg125,
Met148, Ser150, Ser152, Leu153, Asn156.

16. El gen de acuerdo con la Reivindicacion 14, CARACTERIZADA

PORQUE comprende mutaciones sitio-dirigidas de manera de generar
la sustitucién de un aminoacido para la obtencién de una muteina
recombinante del interferén alfa 2b humano de acuerdo con la
reivindicacion 3, y dicha muteina presenta una estabilidad frente a
Nglicanasas de al menos 70% respecto de la concentracién inicial

luego de 300 minutos de reaccién.

60



16. El gen de la Reivindicacion 14 o 15, CARACTERIZADA PORQUE

dicha mutacion se realiza en el aminoacido de la posicion Lys70.

b4

17. El gen de"la Reivindicacion 14, CARACTERIZADA PORQUE dicho

gen presenta ademas al menos una mutacién sitio-dirigida que genera
una secuencia consenso tipo Asn-Xaa-Ser/Thr, donde la Asn es
susceptible de sufrir una unién N-glicosidica con un oligosacarido y

esta fuera de una estructura secundaria tipo alfa hélice.

18. El gen de la Reivindicacion 17, CARACTERIZADA PORQUE dicha
mutacion sitio-dirigida , que genera un sitio de N‘-glicosilacién fuera de
una estructura secundaria tipo alfa hélice, se realiza en los
aminoacidos seleccionados del conjunto comprendido por Pro4, Thrs,
Arg23, Leu26, Phe47, Ala50, Leu66, Phe67, Asp77, Gly104, Thr106,
Lys134, GIn158, Leu161. |

19. El gen de acuerdo con la Reivindicacion 14, CARACTERIZADA
PORQUE comprende mutaciones sitio-dirigidas que modifican dos

posiciones aminoacidicas.

20. El gen de acuerdo con la Reivindicacién 19, CARACTERIZADA
PORQUE dichas mutaciones se realizan en el aminoacido
correspondiente a la posicién Lys70 y en un aminoacido seleccionado

del conjunto comprendido por los aminoacidos Pro4, Arg23 y Asp77.

21. El gen de acuerdo con la Reivindicacion 14, CARACTERIZADA
PORQUE comprende mutaciones sitio-dirigidas que modifican tres
posiciones aminoacidicas.

22. El gen de acuerdo con la Reivindicacion 21, CARACTERIZADA
PORQUE dichas mutaciones sitio-dirigidas  se realizan en el

aminoacido correspondiente a la posicion Lys70 y a dos de los
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23.

24,

25.

26.

27.

)

aminoacidos seleccionados del conjunto comprendido por los
aminoacidos Pro4, Arg23 y Asp77.

El gen de acuerdo con la Reivindicacion 14, CARACTERIZADA
PORQUE comprende mutaciones sitio-dirigidas que modifican cuatro
posiciones aminoacidicas.

-

El gen de acuerdo con la Reivindicacion 23, CARACTERIZADA
PORQUE dichas mutaciones sitio-dirigidas se realizan en los

aminoacidos correspondientes a las posiciones Lys70, Pro4, Arg23 y
Asp77. |

El gen de acuerdo con la Reivindicacion 14, CARACTERIZADA
PORQUE comprende mutaciones sitio-dirigidas que modifican cinco

posiciones aminoacidicas.

El gen de acuerdo con la Reivindicacion 25, CARACTERIZADA
PORQUE dichas mutaciones se realizan en los aminoacidos

selecciona.dos del conjunto comprendido por los aminoacidos Lys70,
Pro4, Arg23, Asp77, Leu95 y Glu113.

Un meétodo para producir el gen de las Reivindicaciones 14 a 26,
CARACTERIZADA PORQUE codifica a la muteina del interferon

humano de la invencion caracterizado porque comprende los pasos
de:

a) clonar el gen que codifica para el interferon alfa 2b humano en un
vector adecuado para su amplificacion,

b) producir el gen que codifica la muteina del interferén alfa 2b
humano de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13

mediante la técnica de mutagénesis sitio-dirigida,
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c) clonar el gen modificado geneticamente obtenido en el paso b, en
un vector de expresién eucariota adecuado.

28. Un método para producir una linea celular eucariota productora de la
muteina recombinante de interferén alfa 2b humano de acuerdo con
las Reivindicaciones 1 a 13, CARACTERIZADA PORQUE comprende
los pasos de: |

a) transformar o transfectar dicha célula eucariota con dicho vector de
expresion eucariota,
b) seleccionar aquel clon qué exprese la muteina recombinante del

interferén alfa 2b humano de acuerdo con las Reivindicaciones 1a13.

29. El método de la Reivindicacion 28, CARACTERIZADA PORQUE Ia

linea celular eucariota comprende a una linea celular derivada de la
linea CHO.K1,

30. Un método para producir Ia Mmuteina recombinante del interferon alf 2b
humano de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 1 3 13,
CARACTERIZADA PORQUE comprende los pasos de:

a) cultivar dicha célula eucariota transformada o transfectada con un
vector de expresién que contiene el gen que codifica para la muteina
del interferén alfa humano de las Reivindicaciones 1 a 13,

b) aislar la muteina recombinante del interferon alfa 2b humano
excretada al medio de cultivo.

31. Un método para purificar la muteina del interferén humano de acuerdo
con cualquiera de las Reivindicaciones 1 3 13, presente en el medio
de cultivo de la Reivindicacion 30, CARACTERIZADA PORQUE la
purificacion de dicha muteina se realiza mediante cromatografia de
inmunoafinidad.
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32. Un meétodo para producir el gen de las Reivindicaciones 14 a 26, que

33.

codifica a la muteina del interferén humano de la invencién
CARACTERIZADA PORQUE comprende los pasos de:

a) clonar el gen que codifica para el interferén alfa 2b humano en un
vector adecuado para su amplificacion,

b) producir el gen que codifica la muteina del interferon alfa 2b
humano de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 13
mediante |a técnica de mutagénesis sitio-dirigida,

c) clonar el gen modificado genéticamente obtenido en el paso b, en

un vector de expresion procariota adecuado.

Un método para producir la muteina recombinante del interferén
humano de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 13,
CARACTERIZADA PORQUE comprende los pasos de:

a) transformar o transfectar una célula procariota con vector de
expresion procariota adecuando,

b) seleccienar aquel clon que exprese el polipéptido de la muteina
recombinante ael interferon alfa 2b humano de acuerdo con las
Reivindicaciones 1 a 13, |

c) cultivar dicho clon, transformado o transfectado, con dicho vector de
expresion procariota adecuado que contiene el gen que codifica para
la muteina del interferén alfa 2b humano de las Reivindicaciones 1 a
13,

d) purificar el polipéptido de la muteina del interferén alfa 2b humano

de acuerdo con las Reivindicaciones 1 a 13,

A

e) glicosilar “in vitro” el polipéptido de la muteina del interferdn alfa 2b

humano de acuerdo con las Reivindicaciones 1 a 13,
f) purificar la muteina del interferon alfa 2b humano de las

Reivindicaciones 1 a 13.
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34. Una composicion farmacéutica CARACTERIZADA PORQUE
comprende al menos una muteina recombinante del interferon alfa 2b

humano de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 13.
35. La composicibn de acuerdo con la Reivindicacion 34

CARACTERIZADA PORQUE ademéas contiene excipientes
farmacoldgicamente aceptables.
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RESUMEN

Una muteina recombinante del interferén alfa humano con al menos un
sitio de glicosilaciéh en una posicion de su secuencia aminoacidica que
forma parte de una estructura secundaria tipo alfa hélice, un gen que
codifica para dicha muteina, un método de produccién de dicho gen, un
método para obtener una célula eucariota productora de dicha muteina, un
metodo para producir dicha muteina, un procedimiento para purificar dicha
muteina, una composicion farmacéutica de dicha muteina, el uso de dicha

muteina para elaborar un medicamento
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Zinc mediated dimer of human interferon-a,, revealed by X-ray

crystallography

Ramaswamy Radhakrishnan?, Leigh J Walter', Alan Hruza2, Paul Reichert?,
Paul P Trotta3, Tattanahalli L Nagabhushan? and Mark R Walter'4’

Background: The human a-interferon (hulFN-a) family displays broad spectrum
antiviral, antiproliferative and immunomodulatory activities on a variety of cell
types. The diverse biological activities of the IFN-a’s are conveyed to cells
through specific interactions with cell-surface receptors. Despite considerable
effort, no crystal structure of a member of this family has yet been reported,
because the quality of the protein crystals have been unsuitable for
crystaliographic studies. Until now, structural models of the IFN-a's have been
based on the structure of murine IFN-B (mulFN-B). These models are likely to be
inaccurate, as the amino acid sequence of mulFN-B differs significantly from the
IFN-a's at proposed receptor-binding sites. Structural information on a hulFN-«
subtype would provide an impreved basis for modeling the structures of the
entire IFN-a family. '

Results: The crystal structure of recombinant human interferon-g, (hulFN-ay,)
has been determined at 2.9 A resolution. HulFN-a,, exists in the crystal as a
noncovalent dimer, which associates in a novel manner. Unlike other structurally
characterized cytokines, extensive interactions in the dimer interface are
mediated by a zinc ion (Zn2*). The overall fold of hulFN-e,, is most simitar to the
structure of mulFN-B. Unique to hulFN-ay, is a 3,4 helix in the AB loop which is
held to the core of the motecule by a disulfide bond.

Conclusions: The structure of hulFN-a,, provides an accurate model for
analysis of the >15 related type | interferon molecules. HulFN-a,, displays
considerable structural similarity with mulFN-8, interleukin-10 and interferon-y,
which also bind related class 2 cytokine receptors. From these structural
comparisons and numerous studies on the effects of mutations on biological
activity, we have identified protein surfaces that appear to be important in

receptor activation. This study also reveals the potential biological importance of

the hulFN-w,, dimer.
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Introduction

The human a-interferons (hull'N-a’s) are encoded by a
family of at Icast 15 intronless genes which are differentially
expressed by cells in resporse to a variety of infectious
agents [1,2). Although originally discovered for their broad
speetrim antiviral properties, IFN-a's also have antiprolif-
crative and immunomodulatory effects on a variety of cell
types [3]. The practical importance of these pleiotropic
activitics i1s shown by the approval of recombinant hul FN-
ay, (Intron A) for the treatment of > 14 diseases world-wide,
including  hairy-cell leukemia, condyloma acuminatum,
Kaposi's sarcoma, and hepatitis [4,5].

T'he diverse biological activities of 1IFN-a's are conveyed to
cells through specific interactions with cell-surface recep-
tors. Although the components of the IFN-a signaling
complex are still being defined, two distinct receptor pro-
teins have Dbeen cloned and characterized (IFN-aR1

6] and 1FN-o/BR [7]). Because the 1FN-o/BR can bind
several IFN-a subtypes as well as 1IFN-B, it appears to
be the major ligand-binding component of the receptor
complex. In contrast, the IFN-aR1, which is required for
IFN-o/IFN-B signaling, can only bind to 11" N-ag {8]. The
IFFN-aR1 scems to have a complementary role in ligand
binding, as it increases the affinity of the recepror for the
ligand by ~10-fold [9]. The obscrved properties of the
two receptors seem to be consistent with the idea that
the receptors bind to 1FN-a scquendally; first TFN-o/gR
and then 1FN-aR1. Such stepwise binding is obscrved
in better characterized cytokine signaling systems [10].
Sequence comparisons reveal that IFN-aR1 and IFN-o/gR
are both members of the class 2 cytokine receptor family
which includes the receptors for interferon-y (1FN-v), inter-
leukin-10 (11.-10), and tissue faccor {11]. The extracellular
portions of the receptors should therefore resemble the
crystal structure of the IFN-y receptor [12], which contains
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Figure 1
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Molecular structure of hulFN-ay,. (a) The
hulFN-cp,, dimer viewed approximately parallel
to the twolold axis. (b) View of the hulFN-ce,,
dimer perpendicular to the twofold symmetry
axis. The monomers of hulFN-a,, are colored
yellow and green. The zinc ion is represented
as a magenta sphere. (c) Structure of hutFN-
oy, Monomer color-coded by secondary
structure: o helices are colored blue, 3,4
helices magenta and loops yeliow. Although
not observed in electron density maps, the
connhection between helices C and D is
modeled for completeness.

two fibronectin type 111 domains with an angle between
them of ~120°. The longer extracellular sequence of the
HFN-aR1 (~400 amino acids versus ~200 amino acids for the
IFN-yRa, and 1FN-a/BR) is likely to contain two putative
class 2 ligand binding domains linked in tandem. The intra-
ccllular domains of the IFN-a/BR and 1I°FN-aR1 are associ-
ated with the Jak-1 and ‘Tyk-2 kinases, respectively {7,13].

Characterization of the individual IFN-a gene products
revealed mature proteins of 165 (IFN-w,) or 166 (all other
IFNa's) amino acids in length. All a-interferon species
have two conserved disulfide bonds; Cys1-Cys98 and
Cys29-Cys138 [14]. Despite sharing ~80 % sequence iden-
tity (IFN-w; and IFN-a, differ at only 28 amino acid posi-

tions), cach IFN-a subspecies elicits different levels of

antiviral and andiproliferative responses on various cells
[15]). From their biophysical properties, the a-interferons
form parc of the type 1 interferon family, which also
includes IFN-8 and 1IFN-w [16,17]. Although the IFN-a’s
are encoded by a multigene family, only one gene for IFN-
B has been identified. The dmino acid sequences of 1IFN-
a and IFN-B are ~50% homologous [18]. Based on the
crystal structure ‘of mulFN-B [19], the type 1 interferons
were classified as members of the longehain cytokine
family [20]. TFN-y, the only type 11 interferon, and
mull*N-B share virtually no sequence homology, but have
related three-dimensional structures [21].

Efforts w clucidate the three-dimensional structure of the
I1¥N-a’s by X-ray diffraction have been hampered by the
lack of high-quality crystals, although small crystals were
first reported 14 years ago [22].
mull’N-f has therefore been used for homology modeling
of the IFN-a's [23]. Although uscful, these models are

incvitably inaccurate due to significant amino acid dif-
ferences between the 1IFN-a's and mul FN-B in biologically
important loops. Furthermore, the original coordinates of
mull"N-B contained several errors which have only recently
been corrected by high resolution refinement [19). Flere
we report the 2.9A structure of recombinant human zine
IFN-o,,, which unexpectedly exists in the crystal as a
dimer. Structural comparisons of hulFN-a,, with mulFN-
and other a-helical cytokines identify conformational fea-
tures in hull'N-a,,, that are probably critical for receptor
binding. By combining structural analysis with the resules of
mutagenesis studies performed on the 1FN-a's, it is possi-
ble to propose putative interaction sites for the known
receptor components of the 1FN-a signaling complex.

Results and discussion

Dimeric structure and non-crystallographic symmetry

The crystallographic asymmetric unit contains six copics
of the hulFN-a,,, monomer, which form three equivalent
non-covalent dimers with dimensions of 40Ax60Ax 204
(IFig. 1a,b, Table 1). The monomers in cach dimer (dimer
A [molecules 1 and 2], B [molecules 3 and 4], and C

Table 1

The hulFN-w«,, model.

The crystal structure of

Dimer Molecule Residues modelled
A 1 6-102 112-159
2 8-44 50-102 112-158
B 3 11-44 50~91 112-156
4 8-44 50-96 112-158
C 5 8-44 50-97 112-158
6 10-43 52-92 112-156
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[molecules 5 and 6]) are related by an approximate non-
crystallographic twofold axis that runs almost paraliel to the
helix bundle. The observed symmetry operations between
the dimer pairs are rotations of 176.6°, 174.3°, 174.4° with
translations along the symmetry axis of 0.24, 0.2A, and
0.1A for dimers A, B, and C, respectively. The dimer pairs
arc related to one another by a pseudo-twofold screw axis
which extends through the asymmetric unit of the crystals.

Structure description

Each monomer of hulI'N-a,, (dimensions 4()><3()><20A) is
composed of five a-helices, labeled A-E, linked by one
fong overhand connection (AB loop) and three short seg-
ments (BC, CID and DE loops). The topology of the mol-
ecule resembles the classical up-up-down-down four-helix-
bundle motif; helices A, B, C, and E comprise the helix
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bundle (Fig. I¢). HulFN-ay, is distinguished from the
classical topology by helix D (consisting of 20 residucs)
which replaces the second extended overhand loop (CD
loop) observed in class 1 long chain cytokines [20]. The
presence of a similar length helix (12-19 residues) in the
structures of mulFN-B, IIFN-y and 11.-10, which each bind
class 2 cytokine receptors, suggests that helix D is a defin-
ing characteristic of the ligands of the class 2 cywokine
receptors. Considerable amino acid sequence homology
between hulFN-ao,, and the rest of the IFN-a family sug-
gests that all the other members of this family will have
essentially the same structures (Fig. 2).

Consistent with circular dichroism (CID) measurements,
~68% of the residues in hull*N-e,, adopt helical confor-
mations {24]. The five core a-helices range in length from

Figure 2
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Structure-based sequence alignment of hulF N-c,,, and mulFN-3.
Amino acid sequences are shown for hulFN-aiy,, hulFN-oiy, hulFN-p

conserved in all type | interferons. Secondary structure assignments for
hulFN-a,, and mulFN-B are shown above and below the sequences,

and mulFN-B. A consensus sequence (the amino acids most frequently
observed for all hulFN-a sequences) is also shown. Amino acid
residues in bold on the consensus sequence are conserved in all
hulFN- sequences. Residues in bold in the five sequences are

respectively. Residues that contribute surface area to the dimer
interface are labeled 'd'. Residues implicated for biological activity are
highlighted with asterisks (*). The sequences are numbered according
10 hulFN-ay,. Letters A-E refer Lo helices (see Fig. 1c).
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13 to 24 amino acids and pack against one another with
crossing angles of 18° to 31°. Each helix is approximately
straight except for helix B which contains a pronounced
bend of 70° centered on TheY. The extension of helix B
after the bend (residues 70-75, denoted helix B in Fig, ic)
packs against the end of the helix bundle. The disruption
in the a-helical hydrogen-bonding pattern is compensated
for by a network of substitute hydrogen bonds between
the mainchain nitrogens and carbonyl oxygens in the bend
and the sidechain oxygens of Ser68, Thr69, Ser72 and
Tyr85. In addition to Ser72, which participates in the
above interaction, several other polar residues are buried
in the hydrophobic core of the molecule. The buried
groups, which include Serll, Thri4, Gin91, Tyri22,
Scri50, Serl54, Thrl55 and GIn1S8, form several hydro-
gen bonds thae link helices A, C, D, and E in the core. Of
all the buried polar groups, GIn91, Tyr122, Ser150, and
Scr154 are conserved in all human 1FN-a amino acid
scquences, but only Tyr122 and Ser154 are conserved in
all vertebrate 1FN-a sequenges.

T'he long connection between helices A and B (AB loop) is
structurally diverse and best described in three segments
(ABI: residues 22-33, AB2: residues 34-39 and AB3:
residucs 40-51). As observed in other longchain cytokines,
the ABI loop encircles the N-terminal end of helix E.
Residues 26-29 and 30-33 within the AB1 loop form two
turns of 3, helix (3,44, 3,,B). Cys29 links the 3,,A helix to
helix E through a disulfide bond with Cys138. Residues on
the 3;,A and 3,B helices include Leu26, Phe27 and Leu30,
displaying solvent-accessible surface areas of 23%, 70%,
and 52 %, respectively. The 3,,B helix precedes the AB2
loop and redireets the mainchain by 90° to run parallel to
the helix bundle. The conformation of the 3B helix allows
three additional interactions with sidechain residues from
helix 1. Specifically, the mainchain carbonyl oxygen of
Asp32 hydrogen bonds with the OH of Tyr129 while its
sidechain O81 and O82 atoms are sandwiched between the
N groups of Lys31 and Lys133. With the exception of
Gly37, which adopts a left handed conformation, the AB2
loop forms an extended structure with Phe36 and Phe38,
inserting into the hydrophobie core of the molecule. Imme-
diately procecding the AB2 loop, residues 40-43 of the AB3
loop form a third 3, helix (3,4C). Following the 3,,C helix,
residucs 44-51 link the AB loop into helix B. In contrast to
the long AB loop, the BC and DE loops are short, consisting
of two and four residues, respectively. A notable feature of
the DE loop is the left handed a-helical conformation of
Lys134 and Tyrl35.

FFive highly flexible regions of hulFN-ay, have been
identified based on missing eleceron density or high B
factors. For three regions, namely the five N-terminal
residucs, the six C-terminal amino acids, and residues
103-111 (che CD loop), no electron density was observed
in any of the six crystallographically independent copics

Table 2

HulFN-a,, superposition.”

Molecule 1 2 3 4 5 6
1 - 0.39 0.78 0.42 0.44 0.70
2 0.21 - 0.73 0.39 0.35 0.67
3 0.50 0.48 ~ 0.76 0.77 0.79
4 0.16 0.22 0.52 - 0.40 0.72
5 0.26 0.20 0.48 0.28 - 0.73
6 0.31 0.33 0.39 0.33 0.31 -

*Rims differences (A) based on residues 11-43, 52-91 and 112-156.
Comparisons are made for Ca atoms (lower left corner) and all atoms
(upper right corner).

of the molecule. For one additional segment in the AB3
loop (residues 45-50), weak density (0.6 ) was obscrved
in molecule 1 only. In this segment AlaS0 is an outlier in
the Ramachandran plot indicating thac crrors may still
be present in this portion of the loop. All four of these
flexible regions described above are solvent-exposed and
located on one end of the helix bundle. The fifth flexible
region consists of residues 26-31 and is located in the
AB1 loop. In contrast to the other flexible segments,
strong electron density is observed for the AB1 loop in
molecules 2-5, but not in molecules 1 and 6. The absence
of electron density for the AB1 loops of molecules 1 and
6 correlates with the lack of crystal contacts for thesc
scgments. In contrast, crystal contacts presumably stabi-
lize the ABI loops in molecules 2-5. This suggests that
although the AB1 loop is held to the N terminus of helix
E by a disulfide bond, it is flexible in solution. Although
it is generally thought that disulfide bonds convey rigid-
ity to protein structures, both of the disulfide bonds
in hulFN-a,, (Cysl-Cys98 and Cys29-Cys138) arc in
regions of high mobility. For residues that could be
placed into electron density, there are no significant
structural differences between the six copies of hullFN-
oy, (Table 2).

The dimer interface

All contacts across the dimer interface are made from
residues on the AB loop and helix D). Residues on these
segments presented to the interface are predominantly
charged and run the entire length of the molecule. This
observation is consistent with the pH-dependent poly-
merization of 1FN-o, [25]. Approximately 1000A2 of
surface area is buried in the interface. The most exten-
sive interactions are mediated by a zinc ion which is posi-
tioned on the non-crystallographic symmetry (nes) dyad
axis. The zinc-binding site is formed from adjacent glu-
tamic acid residues (Glu4!l and Glud2) located on the
3,,C helix. A distorted tetrahedral  zinc-coordination
sphere is completed by identical glutamates from the
twofold related molecule (Fig. 3). The unidentate inter-
actions of the Gludl and Glu42 carboxylate oxygens with
Zn?+ oceur in the antf and syn conformations, respectively
[26,27]. The average oxygen-Zn?* distances for the three
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metal sites are 1.9A (molecules 1,3,5:Glud1(0g2)-Zn%),
2.3A (molecules 1,3,5:Glud2(0e2)-Zn2», 1.9 A (mol-
ccules 2,4,6:Gludl (Oe2)-Zn?+), and 2.2A (molecules
2,4,6:Glud42(0el1)-Zn2*) with maximal deviations from
the mean of 0.1 4, 0.24, 0.1 A, and ().ZA, respectively. On
cither side of the zine-binding site, two hydrogen bonds
arc formed between the Oel atom of Glnd0 and the NH
of Lys121 and the 081 atom of Aspl14 with the amide
nitrogen of Gly44. From this band of interactions cen-
tered on the 3,,C helix, the molecules separate at an
angle of ~20°. On the opposite end of the interface, one
potential salt bridge is formed between Argd3 and
Glu132. Because the packing surfaces formed from the
wwofold related AB loop and helix 1D have non-comple-
mentary shapes, the interface contains two buried cavi-
ties. The cavities appear to contain water molecules that
could mediate additional hydrogen bonds across the
interface. However, because only low resolution data are
available, water molecules were not included in the
refined model.

Comparison of IFN-o and IFN-B subspecies
Receptor-binding studies have shown that the human
II"N-a’s and IFN-B compete for the same receptors on
cells 17]. To understand the basis for this competition we
compared the struccures of hul FN-o,, and mulFN-B [19]
(Fig. 4a). As previously predicted based on sequence
homology, their overall folds are similar; 116 Ca atoms can
be superimposed with a root mean square (rms) deviation
of 1.5A. Ca atom positions that differ by more than 2.0 A
occur for residues 6-9 at the N terminus, 22-33 and 40-51
in the AB loop, 69-76 corresponding to the bend in helix
B, and 154-159 at the C terminus. Based on this compari-
son, all type | interferons should display a conserved core
of five helices (excluding the C terminus of helix E) and

Figure 3

the AB2 foop, with structurally distinct regions located on
either end of the helical bundle.

The largest structural difference between 1FN-B and the
IFN-a’s is found in the ABI loop; it contains three more
residues in hullN-a,, than mull’N-B. The shorter ABI
loop of mullFN-B adopts an cxtended conformation which
crosses helix E ~5A further down the helix (towards the C
terminus) than does the AB1 loop of hulFN-e,,. The dif-
ferent crossing position of the ABI loop on helix IE in
hul'N-a, exposes two highly conserved residucs on helix
E (Argl44 and Glul46) to the solvent which could poten-
nally interact with receptor molecules. The ABI loop of
mulFN-B lacks the two 3, helices that are linked through
a disulfide bond (Cys29-Cys138) to helix E in hulFN-ay,.
Based on sequence analysis, the structural features noted
above should be conserved in other 1FN-a molecules.
Compared to the IFN-a’s, the sequence of hul FN-B con-
tains a one-residue deletion (Ser28 in hullFN-wy) in the
AB1 loop. This deletion, along with significant amino-acid
differences for residues 23-26, may alter the conformation
of a potential 3;,A helix in hul ’N-B. In hul FN-B, the pres-
ence of an cquivalent disulfide bond (Cys29-Cys138) and
the conservation of all residues which maintain the confor-
mation of the 3,4B helix in hulFN-ay,, suggese that the
3,4B helix found in hul FN-o,, is conserved in hullFN-B.

Residues within the AB3 loop of hulFN-a,, and Mull*N-
B each adopt a turn of 3y helix (3,,C in hulFN-o,,;
residucs 40-43, mulFN-B: residues 41-44) although they
pack with different orientations against the helix bundle.
This difference can be attributed to a 4.5A-shift in the
position of the Ca atom of GInd0 (Glu40 in MulFN-B),
which causes a rotation of the helix with respect to the
molecular core. As a result, GInd0, Glu-41, and Glud2 arc

HulFN-«y, zinc-binding site and dimer
interface. Stereo view of residues 34-43 from
the AB loops of molecules 1 {green) and 2
(gold) in the dimer interface. The zinc ion is
represented as a silver sphere. Electron
density for the protein model (blue) is
calculated with 2F —F coefficients and
contoured at 1a. Difference density (6 o) for
the zinc ion before its addition Lo the model is
shown in magenta.




1458 Structure 1996, Vol 4 No 12

>

Figure 4

Comparisons of the structure of hulF N-a,,,
with other cytokines. (a) Stereo view a-carbon
atom superposition of hulFN-c,,, (magenta)
and mulFN-B (gold). The Cys29-Cys138
disulfide bond is shown in cyan. (b} Stereo
view a-carbon atom superposition of hulFN-
oy, (magenta), IL-10 (gold), and IFN-y (blue).
Only one domain of the IL-10 and IFN-y
dimers is shown.

solvent-accesible, whereas Phed3 is buried in hul FN-a,,.
In mull*N-B, Mct43, Gludd, and Thrd6 are solvent-acces-
sible and Mect45 is buried in the core. Analysis of the
amino acid sequences of the type I interferons in light of
this differcnt pattern of exposed and buried residues (e.g.
the fourth residue is buried in the helix in hulFN-a,,
while the third residue is buried in mull*N-B) suggests
that all II'N-a species adopt a 3,,C helix oriented as in
hulFN-a,,, while hulFN-B is likely to adopt an orienta-
tion similar to mullFN-B. This analysis also suggests that
the structure of the 3,,C helix of hulFN-o, is not altered
by the extensive interactions in the dimer. The zinc-
binding residue, Glud2, in hulFN-a, is replaced by a
hydrophobic residue in the 1FN-8 sequences. This substi-
tution would probably digrupt the zinc-binding site
observed in hulFN-ay,, but it may be restored by the
additional substitution of Ala118 on helix 1D with HisI18
in both murine and human 1FN-B. In the crystal structure
of mull*N-B the putative zinc-binding site is occupied by
a watcer molecule [19].

Helix B in hullFN-oy, is distinguished from mulFN-B by
the presence of a 70° bend centered on Thr69. After the
bend, helix B contains an additional six residues (helix B)
compared to the extended structure of the BC loop in

mulFN-B. The additional residues used to form helix B
shorten the extension of the BC loop towards the end of
the helix bundle by ~6A relative to the loop in mull*N-B.
The polar sidechain residues that make interactions in the
bend of helix B for hulFN-a,, arc not conserved in the
human or murine 1"N-8 sequences (Ser68 is replaced with
arginine, Thr69 is replaced by glutamine or asparagine, and
Tyi85 is replaced by leucine). This suggests that the struc-
ture of hul FN-B is similar to mulFN-B in this region.

A final region of structural divergence between hul FN-a,
and mulFN-B is found in the C terminus of helix E. Fol-
lowing Ser150, which forms a hydrogen bond with Tyr122,
differences in Co atom positions are about 1.6A for
residues 151-153 and increase to 2.5-3.5A for residucs
154—159. The difference in Ca positions is best described
as a 45° clockwise rotation (looking down the helix axis
from the C terminus) of residues 154-159 in hul FN-a,,
relative to mulFFN-B. The different orientations of the
I£ helices of hull"N-a,,, and mulFFN-B appear to be depen-
dent on the interaction made between the residuce at posi-
tion 150 in hulFN-o,, (Ser150) and the tyrosine residucs
located on helix [D. As Serl50 and Tyr122 are conserved
in all hulFN-a sequences, the orientation of helix E
in hulFN-a,, is likely to be present in all hulFN-a

¥
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molceules. Similarly, the conservation of Asn148 (cquiva-
lene to Ser150 in hulFN-o;) and Tyr120 and Tyr121
(mulFN-B numbering) in murine and human 1FN-B, sug-
gests that the structure of helix E in hulFN-B is similar to
mull’N-B. Jc is interesting that Argl44, Glul46 and
Argl49, which are conserved in all known type 1 interfer-
ons, arc located on helix E prior to the structural diver-
gence of helix .

Structural comparison with other helical cytokines

We made  additional structural comparisons between
hullN-a,;, and other a-helical cytokine structures (Fig.
4Dh). Consistent with their common classification as class 2
cytokines, the best overall structural similarity (excluding
mull'N-B) of hulFN-a,, is with 1L.-10 (102 equivalent Ca
atoms, rms deviation of Z.ZA). A more limited similarity is
observed within the class 1 Jong chain cytokines, where the
number of equivalent atoms ranged from 86 (rms deviation
of 2.0A) for growth hormone (GH) to 75 atoms (rms devia-
tion of ].9A) for leukemia inhibitory factor (LIF). These
comparisons reveal a relatively well conserved four-helix
bundlc for all of the longchain cytokines, whereas the
mainchain positions of the long overhand loops of the class
1 ceytokines differ considerably from che class 2 molecules,
One exception oceurs for GH, where a general structural
correspondence is found for residues equivalent to the AB1
loop in hull*N-a,, although, the mainchain deviates con-
siderably from that of hull*N-a,, in the AB2 and AB3 por-
tions of the loop. In contrast to the high structural similarity
berween hulFN-a,, and 11.-10, the overall structure align-
ment of hul FN-a,, and IFN-y is very poor. However, helix
A, the AB loop and helix I from I1IFN-y can be overlaid
onto helix A, the AB loop, and helix E of hul FN-ay, with
an rms deviation of 2.3A for 59 residues. For all three
human class 2 cytokine structures (hul FN-a,,, IFN-y, and
11.-10), the AB loop which encircles the C-terminal helix is
flexible [21,28,29]. The recent crystal structure of 1FN-y
complexed with its high affinity receptor showed thac this
flexible loop adopts a 3, helical conformation upon a direct
interaction with its receptor [12]. The location of this 3,,,
helix in IFN-y cotresponds to that of the 3,,B helix in
hulFN-a,.. Also conserved in the hulFN-a,, /IFN-y struc-
turc alignment is the position of a glutamic acid (Glu146 in
hulFN-a,;,, Glul12 in IFN-y), which in IFN-y is known to
directly interact with the HFN-y receptor. Although consid-
erable structural similarity is observed in the AB loop
regions of hulFFN-a,,, IFN-9 and 11.-10, there are signifi-
cant struceural differences in the regions corresponding to
the BC and DE loops of hul FN-oy,.

Residues affecting biological activity

There are several amino acid residues in IFN-a for which
mutations are known that change the biological activity of
the protein by more than fivefold. These include Leu30,
Lys31, Arg33, His34, Phe36, Argl20, Lys121, Glnl24,
T'yr122, Tyr129, Lys131, and Glul132 [30,31]. Of these

residues, Argd3 is especially sensitive to amino acid substi-
tutions; this is reflected in the 500 and 2500 fold drop in
activity in the Arg33—>Lys and Arg33—>Ala mutants,
respectively [32]. Additional residues reported to causc
large reductions in biological activity arc Argldd [19], and
Glul46 [33]. The inclusion of Argldd as an important
residue is based on the loss of activity reparted for the
Argl44 to Alal44 mutant of hul FN-B. In addition to muta-
genesis studies, a 50-fold activity loss was observed for the
IFN-0/IFN-a, hybrid molecule  which differs from
hulFN-ay, at three positions: Arg22-Ser, Leu26—Pro,
and Phe27-Ser [34]. Additional hybrid studies found that
sequence differences between 1FN-a,; and 1FFN-a, at posi-
tions Ser68, Thr79, and Tyr85 of hullN-a,, caused a
reduction of IFN-q, activity on human cells while simulca-
neously increasing its activity on murine cells [35]. Simi-
larly, using 1IFN-o/IFN-og chimeras, Lys83 and Tyr8Y
were shown to make direct interactions with the IFN-aR1
[36]. In contrast to residues which alter biological activity,

changes to Phed7, GInd8, or Gln6l, or the deletion of

residues 1-4, 102-111, or 156-165 have no effect on the
antiviral activity of 1FN-a, [37-39].

The locations of these important residues on hulFN-ay,
are shown in Figure 5. Based on the structure of hul FN-
ay,, Phed6, Tyrl122 and Tyrl129 are buried in the molecular
core and are presumably important for the structural
integrity of the protein. The rest of the residues implicated
in receptor binding and biological activity are located on
the AB loop (Arg22, Leu26, Phe27, Leud0, Lys31, Arg33,
His34), the bend in helix B (Ser68) and helices C (Thr79,
Lys83, Tyr85, and Tyr89), 1D (Argl20, Lysi121, Glnl124,
Lys131, and Glul132) and E (Argld4d, and Glu146). Thesc
‘active’ regions of 1FFN-a are all located at one end of the
helix bundle. The AB1 loop, (the region that is most sensi-
tive to amino-acid replacement) and helix C (which has
been implicated in binding to the IFN-aR1) are located on
opposite sides of the molecule and probably form two dis-
tinet receptor-binding sites.

The two regions of hulFN-a,, identified by mutagenesis
as critical for biological activity are found in positions
similar to the recepror-binding sites defined in the crystal
struceures of the GH and 1FN-y receptor-ligand com-
plexes [12,40]. In GH and IFN-y, the high affinity recep-
tor-binding site (site 1) consists of residucs on helix A, the
AB loop and the C-terminal helix (helix E in hul FN-a,),
while in GH a second site (site 2) is formed from different
residues on helix A and helix C. Consistent with the struc-
tural similarities between IFN-y and hul FN-a,,, the site 1
binding surface of hulFN-o,, would include the AB loop,
helix E (up to Asnl156) and possibly residues on helix A
(currently no residues on the helix have been identified as
important for binding by mutagenesis). The clectrostatic
potential of this surface is predominantly neutral except for
three highly conserved arginine residues (Arg33, Argld4,

C¢
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Figure 5

Stereo view of IFN-a residues that appear to
be important for biological activity. Single
residue mutations which alter biological
activity are shown in red, Sidechain residues
in green represent single mutations that are
important in maintaining the structural integrity
of the molecule. Simultaneous mutations
which affect biological activity are grouped by
color. These consist of the residue clusters
Arg22, Leu26, Phe27 (yellow); Ser68, Thr79,
Tyr85 (orange); Lys83, Tyr89 (cyan); Arg120,
Lys121 (gray); and Lys133, Lys134
(magenta). The mainchain for residues
102-112 and 156-160, which do not effect
biologicat activity are shown as a green
ribbon. Residues 103111 were not observed
in the structure and are modeled to provide
their general position. Residues are numbered
according 1o the hulFN-a,,, sequence.

and Argld9) and Glul46. These four residues, which are
implicated in recepror binding, are conserved amongst all
type |interferons, as are the residues that stabilize the con-
formation of the AB loop (Cys29-Cys138, Phe36, Tyrl22,
Argl25 and Tyr129). Based on the high sequence conser-
ation of site 1 berween the human IFN-a's and 1IFN-§,
the IFN-o/BR (andfor possibly another, as yet unidenti-
fied, recepror) may bind ac chis site. It seems likely from
the hybrid data, that the IFN-aR1 would interact with
hull*N-a,, at a site analogous to site 2 of GH as defined in
the GH-receptor complex. Unlike site 1, which is well con-
served, the hulFN-o,, residues implicated in binding to
the 1FN-aR1 (residue positions 79, 83, 85, and 89) are the
amino acids on helix C chat are least conserved among the
IFN-a family. Similar sequence variations are observed for
the adjacent helices A and B which probably also con-
tribute residuces to receptor binding site 2.

Cleasly, this two-site model does not explain all of the
IFN-a structure~function data. Specifically, the model
fails to cxplain how residues of helix 1D that are important
for biological activity interact with a receptor molecule. It
has been suggested that helix 1D and the AB-loop form one
continuous binding surface [19]. But the crystal structure
shows that the relevant residues on the ABI loop and helix
1D arc located on opposite sides of hul FN-a,,,, and so are
unlikely to form a single receptor-binding surface. As an
alternative model, we propos€ that the IFN-aR 1 makes two
contacts with 1EN-a. This could be accomplished using
the two putative cytokine-binding domains displayed by
1°N-aR1. "T'he membrane proximal domain would interact
with helices A and C (site 2), while the N-terminal domain
would bind residucs on helix D (site 3). Similar models
have been previously proposed for LIF {41] and ciliary
neurotrophic factor [42] which cach share multidomain
reeeprors, Jeis interesting that chis apparent discrepancy is

avoided if the receptors interact with an hul FiN-a,, dimer.
Further high resolution epitope mapping studies with puri-
fied receptor components are necessary to evaluate the
accuracy of this model.

Functional role of the dimer

The structure of hull’N-a,, reveals yet another unique
mode of dimer association for a-helical cytokines. In con-
trast to the structures of 1FN-y [21], 1L-10 129,43], 1L.-5
(44], and macrophage colony-stimulating factor [45], which
are known to function as dimers, the biological rolc of the
hulFN-a,,, dimer is unknown. Gel filtration studies at
physiological conditions (phosphate buffered saline [PBS],
pH7.4) demonstratc that hulFN-ay, is monomeric at
concentrations of up to SO0M (data not shown). Further-
more, although zinc is observed in the hullFFN-a,, dimer
intetface, addition of up to ImM zinc in gel fileration
experiments does not shift the monomer-dimer cquilib-
rium towards the dimer. These experiments, as well as the
extremely low concentrations of hul FN-a,, required for in
vivo activity, suggest that the active form of hullFN-a,
15 monomeric.

Consistent with the work of Shire [25], the monomer—
dimer aggregation state of hull*N-ay, is highly dependent
on ionic strength, as would be expected given the high
concentration of charge at the dimer interface. At low ionic
strengeh (Z20mM Tris, pH 7.5, 100 mM NaCl), hulFN-o,,
forms a dimer at concentrations of 20N . This may allow
hulFFN-a, to exist in a storage form analogous to the
GH zinc dimer [46], which is inactive because several
residues which form direct interactions with the GH
receptor are buried in the dimer interface. In conerast, in
the hull'N-a,, dimer only Glu4l and Glu42 (which form
the zine-binding site) are completely buried in the inter-
face, while His34 is partially occluded. The other residucs

Pa
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belicved to be important for the biological activity of
JEN-o arc located on the exterior surfaces of cthe dimer,
where they are aceessible for receptor binding. Although
current experiments suggest that it is unlikely that the
hullFN-o,, dimer participates in the active recruitment of
receptor subunits to the IFN-a signaling complex, more
studies must be completed to prove this. It is possible that
conditions at the receptor surfaces may favor the formation
of the hull'N-a,, dimer which can clearly exist under
certain i oftro conditions. I we assume that the dimer
is the ‘active’ species, there is no need for a distinct recep-
tor-binding site (site 3) on helix 1D as proposed above.
In the dimer, the close proximity of helix D to the AB
loop would allow the formation of one continuous con-
scrved binding surface atsite 1 as proposed by Senda er a/.,
[19]. Since the residues that can form the specific interac-
tions in the dimer interface are conserved in all human
IFN-a’s, mixed dimers would be possible, allowing
further modulation of 1FN-a activity. FFurther experimen-
tation to clucidate the biological role of the hulFN-a,,
dimer will be facilitated by the determination of its three-
dimensional structure.

Biological implications

The human w-interferons “(hulFN-a's) are composed
of at least 15 different, but closely related amino acid
sequences and have distinct antiviral, immunomodula-
tory and cytostatic effects on a variety of cell types. These
important biological activities are stimulated through the
specific high affinity interactions of the IFN-a's with
their cell-surface receptors. The 2.9 A crystal structure of
hulFN-ay, provides a basis for understanding how the
structural differences between different members of the
1FN-« family affect biological activity.

The topology of hulFN-w,, resembles the classical up-
up-down-down four-helix bundle motif observed for
other ligands of the class 1 and class 2 cytokine recep-
tors. The fold of hul FN-w,, may be grouped with other
cytokines which bind to class 2 cytokine receptors
(IFN-a, IFN-B, IFN-y and IL-10) by the presence of
a fifth helix in the molecular core. This helix replaces
the extended overhand loop (CD loop) first observed in
the structure of growth hormone. Further comparisons
of hulFN-a,, with other a-helical cytokines revealed
the greatest structural similarity with IFN- and IL-10.
Previous site directed mutagenesis data has been used to
deicrmine which residues are important for biological
activity. The structure of ulFN-a,, reveals which of
these are likely to be structurally important, and which
arc solvent accessible and therefore likely to interact
dircctly with receptor molecules.

Unexpectedly, hulFN-w,, exists in the crystal as a dimer.
Interactions in the dimer interface are stabilized predomi-
nantly through a zinc ion giving rise to a novel mode of
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subunit association not previously observed for other
cytokines. The biological role of the dimer is currently
unknown, although experimental evidence to date sug-
gests the active species of hulFN-«,, is monomeric. The
dimer may serve as an inactive storage form of the mol-
ecule, or be important in as yet undetermined ways of
recruiting the various IFN-w receptors to the signaling
complex. The structure of hul FN-w,,, provides a basis for
further biochemical studies aimed at understanding the
receptor-ligand interactions for this biologically important
family of molecules.

Materials and methods

Crystallization

Crystals of recombinant hulFN-ap, were grown using the hanging drop
vapor diffusion method. The protein drops, consisting of 1l of recombi-
nant human IFN-ap, solution (40mgmi-1), were mixed with 1 i of the
reservoir sofution (40mM ZnAc,, 30mM cacodylate, pH 5.6) and equili-
braled at 23°C. These experiments produced intergrown aggregates
which were crushed with a needle. The needle was then streaked across
new protein drops which had been equilibrated at 4°C for 6 h. Following
streak seeding, the crystallization trays were transferred to a 13°C incu-
bator. After several days, a number of small perfect crystals grew along
the needle trail. The seed crystals were transferred into fresh protein
drops (4wl + 4l drops) and returned to the 13°C incubator. The crys-
tals reached maximum dimensions of 0.5mmx0.5mmx0.3mm within
two weeks. The crystals belong to the monoclinic space group P2, with
unit cell dimensions a=62.4A, b=755A, c=148.2A, and B=90.8".
The crystallographic asymmetric unit contains six motecules of hulFN-cey,,
which corresponds to a solvent content of ~60 %.

Structure determination

The structure of hulFN-a,, was elucidated using a combination of multi-
ple isomorphous replacement (MIR) and symmetry averaging tech-
niques. X-ray intensity data were collected on an R-axis HC image plate
detector mounted on a Rigaku RU-200 rotating anode generator (CuKe
radialion) operating at 100mA and 40kV. The data were integrated and
scaled using the programs provided by Molecular Structure Corporation.
All native and derivative data sets were collected at =170°C (Table 3).

Almost all data manipulations were carried out using the CCP4  suite
of programs [47]. Two derivatives of hulFN-ay, (K,PUNO,),. and
KUO,Ac,) were identified by difference Patterson analysis of the heavy-
atom data. Refinement of the heavy-atom parameters and subsequent
phase calculations were carried out in MLPIHARE [48]. Calculation of a
5A electron-density map revealed a well defined protein—solvent bound-
ary that outlined the posilion of six clusters of rod-shaped density, where
each cluster resembled a four helix bundle. Using computer graphics,
a-carbon atoms of mulFN-B (PDB entry, 1rmi) were fitted into each of the
six density clusters. The fitted coordinates were used (o obtain initial non-
crystallographic symmetry (ncs) matrices relating the six molecules of
hulFN-u,,, to each other. Molecular envelopes for symmetry averaging the
six hulFN-a,,, molecules were constructed with MAMA {49]. Optimization
of the ncs operators was done using the IMP option of the RAVE
program suite {50]. Sixfold symmetry averaging combined with solvent
leveling produced exceptionally clear and continuous 3A electron density
for model building, while unaveraged MIR maps were uninterpretable.
Phase refinement using solvent leveling, histogram matching, and sixfold
symmetry averaging were accomplished using the program DM [51].
Using the symmetry averaged map, residues 10-46, 53-96 and
113-156 were aligned into the density using CHAIN {52] and TURBO-
FRODO [53]. Confidence in the peptide-chain tracing was obtained from
the well defined density observed for Trp76 and Trp140 as well as the
Cys29-Cys138 disullide bond. The other five molecules of hulFN-ay,
were placed into the asymmetric unit using the ncs operators.
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Table 3

HulFN-a,, crystallographic statistics.

Resolution Reflections Coverage Reyn' MIFD! Phasing* Reuns?
Data set A) Measured Unique (%) (%) (%) power
Native 2.9 217393 31925 96 9.5 - - -
K,Pt(NO,}, 3.1 76303 21021 81 54 216 1.16 0.86
K,PtNO,), 37 32435 12320 83 91 248 1.1 0.84
UO,Ac, 3.7 30056 11238 76 10.3 8.3 0.76 0.92

*Rsym=2|lh—<Ih>Z]Ih, where <1h> is the average intensity over symmetry equivalents.’Mean isomorphous difference = Z|Fp=Fp|Z/Fpy, where
Fpy and Fp are the derivative and native structure factor amplitudes, respectively. tPhasing power = Z|F W/ Z||F o 0bs|—iF pcale]].

ﬁRcu!hs = Z”FI”H:H:PI_FHct\lcllzlFPH_FPl'

The structure of hulFN-u,, was refined with the program X-PLOR (54}
using the stereochemical parameter files defined by Engh and Huber
[55]. A randomty selected 5% of the data were removed prior to refine-
ment for analysis of the free R factor {56). The initial R factor for the six
molecules consisting of residues 10-43, 53-96, and 113-156 was
32.0% (Ry,qe = 42.0%). The progress of further refinements were moni-
tored by the decrease in both the conventionat and free R factor values.
Residue segments restrained by the ncs symmetry include 12-15,
17-42, 51-63, 65-84 and 114-155. The ncs weight of 30
kealmol-1A-2 was used for all segments based on the analysis of the
free R faclor over multiple refinement runs where the ncs weight was
varied. Additionally, two temperature factors, one for mainchain atoms,
and one for sidechain atoms, were refined for each residue in the
model. The current model is comprised of 6476 non-hydrogen atoms
and four zinc ions. The R factor is 22.7% (22.2%, F>2¢) with an R,
of 31.3% (30.4% for F>2(F) for all data at 6-2.9A [27021 reflec-
tions]). No solvent molecules have been added to the model. The rms
deviations from ideal bond lengths and angles are 0.015A and 1.97°,
respectively. With the exception of Ala50, all residues are located in
allowed regions of ¢,y, space with > 90 % in the most favored region of
the Ramachandran plot. The average temperature factor for the six IFN-
tty, monomers ranges from 22.6 A% to 37.8 A2,

The improvement in the stereochemical parameters of the model were
followed using PROCHECK [57]. Model superpositions were defined
manually using the computer graphics and improved using the least
squares procedure in O [58]. Figures 1, 3, 4 and 5 were made with the
program package RIBBONS [59).

Accession numbers
Atomic coordinates have been deposited in the protein data bank (Acces-
sion number 1RH2).
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The Three-dimensional High Resolution Structure of
Human Interferon a-2a Determined by Heteronuclear
NMR Spectroscopy in Solution
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The solution structure of recombinant human interferon o-2a (Roferon-A)
has been determined by multidimensional heteronuclear NMR spec-
troscopy. The calculations using simulated annealing produced a family
of 24 convergent structures which satisfy the experimental restraints com-
prising 1541 NOE-derived inter-proton distances, 187 dihedral restraints,
66 pairs of hydrogen bond restraints, and six upper and lower limits for
two disulfide bridges. The fractional labeling of methyl groups allowed
their direct and unambiguous stereospecific assignment which proved to
be essential for obtaining a high resolution of the structures. A best fit
superposition of residues 10 to 47, 50 to 101 and 111 to 157 gives an rms
deviation of 0.62 A for the backbone heavy atoms and 1.39 A for all
heavy atoms of these segments. The dominant feature of the structure is
a cluster of five a-helices, four of which are arranged to form a left-
handed helix bundle with an up-up-down-down topology and two over-
hand connections. The interpretation of heteronuclear *N-{"H} NOFE data
shows the co-existence of flexible regions within an otherwise rigid
framework of the protein. Four stretches of pronounced flexibility can be
located: Cysl-Ser8, Gly44-Ala50, 11e100-Lys112, and Ser160-Glul65.
Among the structurally related four-helical bundle cytokines, the struc-
ture of IFN o-2a is most similar to that of human interferon «-2b and
murine interferon-f. From this structural information and mutagenesis
data, areas on the surface of the protein are identified which seem to be
important in receptor interactions.
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Introduction duction of a soluble factor, which they named

“interferon” (IFN). In subsequent studies this IFN
Research in the 1930s demonstrated that virally '

infected animals were often resistant to simul-
taneous co-infection with a second virus, a
phenomenon which became known as “viral inter-
ference”. Two decades of work into this phenom-
enon culminated when Isaacs & Lindenmann
(1957) showed it to be due to the cellular pro-

Abbreviations used: CD, circular dichroism; CT,
constant time; HMQC, heteronuclear multiple-quantum
coherence; HSQC, heteronuclear single-quantum
coherence; IFN, interferon; GH, growth hormone; NOE,
nuclear Overhauser effect; NOESY, nuclear Overhauser
effect spectroscopy; rms, root mean square; 2D, two-
dimensional; 3D, three-dimensional; 4D, four-
dimensional.
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factor was characterized as a group of proteins.
IFNs have since been classified into two categories
on the basis of their immunological, biological and
chemical properties. Type 1 1IFNs are stable at
acidic pH (pH 2) and are represented by two major
subtypes, the fibroblast or beta interferon (IFN-B)
and the leukocyte or alpha family of interferons
(IFN-0). Besides a broad spectrum of antiviral
properties, IFNs of type I also have antiprolifera-
tive and immunomodulatory effects on a variety of
cell types (Seng & Lengyel, 1992; Pestka et al,
1987). The only known interferon of type 1l is
IFN-y, which is produced exclusively by lympho-
cytes. The medical potential of IFNs was soon
recognized and demonstrated by the eatly

© 1997 Academic Press Limited
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approval of recombinant human IFN o-2a (Rofer-
on-A) in 1986 as a drug for the treatment of malig-
nant and virus diseases. IFN o-2a was the first
pure human protein found to be effective in the
treatment of cancer and has been the prototype for
the clinical introduction and development of other
immunomodulatory and growth-regulating cyto-
kines, such as interleukin-2 and the hematopoietic
growth factor (Borden, 1992).

In humans there are at least 18 IFN-o non-allelic
genes together with a single IFN-B gene. While
hulFN-us elicit similar types of cellular response,
the level of antiviral and antiproliferative response
on various cells is different for various subspecies
(Evinger et al.,, 1981). Each member of the type 1
IFN-os contains 165 (IFN 0-2) or 166 amino acids
(all other). A high level of sequence homology
(80%) is displayed among the various IFN-o. sub-
types, and about 50% homology exists between
these species and the single IFN-B subtype. All cel-
lular responses to IFNs require the interaction of
the ligand with a high-affinity, species-specific cell
surface receptor. While all IFN-0./B subtypes cross-
compete for the same receptor (type I receptor),
IFEN-y binds to a distinct molecule (type II recep-
tor). A functional type I interferon receptor appears
to consist of at least two different subunits, the
IFN-0R1 and the IFN-o/BR protein (Uzé et al.,
1990; Novick et al., 1994). Both receptor proteins
have been cloned and characterized. 1FN-0./pR can
bind both IFN-o. and IFN-B subtypes and thus
appears to be the major ligand binding component
of the receptor complex. In contrast, IFN-0R1 can
only bind to IFN-08, but has been shown to
increase the affinity of the receptor complex for the
ligand by approximately tenfold and also to be
essential for signal transduction. The presence of
two IFN-a receptor proteins indicates that ligand
induced dimerization could be a key step in trans-
membrane signaling as is observed in better
characterized cytokine receptor systems (Wells,
1994).

Although TFN-us have been readily available for
more than a decade, the determination of the
three-dimensional structure of human interferon-o.
has been hampered by the lack of suitable crystals
and by low-quality solution "H NMR spectra with
broad resonance lines. In both cases the problems
were caused by unspecific protein aggregation that
prevented the 3D structural analysis. The first 3D
structural information on a type I protein was
obtained by Senda et al. (1992) for murine IFN-B.
Recently, Radhakrishnan et al. (1996) succeeded in
the crystallization of interferon o-2b in the form of
a zinc mediated dimer, and the X-ray structure
of the dimer could be determined at a resolution of
2.9 A. Here, we report on the high resolution NMR
solution structure of thonomeric human IFN o-2a
and present a structural comparison with murine
IFN-B. The results are discussed in the context of
sequence comparisons with other IFN-u species,
known mutagenesis and functional data, thus

allowing the delineation of putative sites for the
receptor interaction.
Results and Discussion

Sequential and stereospecific NMR assignment
of Interferon-a

The 'H, *C, and >N NMR chemical shifts of -

IFN-a at 298 K and pH 3.5 were obtained by a
combination of 3D "H-*C, 'H-*N, and 'H-*C-'*N
experiments as outlined in Materials and Methods.
All resonances of the polypeptide backbone and of
side-chain atoms were assigned with the exception
of the H, ®C and N shifts of some peripheral
atoms of the “long side-chain” amino acids Pro,
Arg and Lys. Stereospecific assignments were
obtained for 48 non-degenerate methylene groups,
the methyl groups of all Val and all but one Leu
by the various NMR experiments. The compilation
of the results will be published elsewhere.

Assignment of NOESY cross-peaks and
secondary structure

The interproton distance restraints used for the
structure calculations were derived from the anal-
ysis of several multi-dimensional NOE spectra
recorded on various samples as given in Materials
and Methods: NOEs involving HY protons were
extracted from a 3D N-NOESY-HSQC spectrum
measured in H,O (sample 1), NOEs between ali-
phatic protons “from two 3D **C-NOESY-HSQC
spectra measured in 2H,O (sample 2), and dis-
tances involving aromatic protons of Phe and Trp
were determined from a heteronuclear-filtered 3D
NOESY spectrum recorded with the “reverse”
labeled sample in *H,0 (sample 4). The 4D
13C/15N and '*C/**C NOESY data (recorded with
sample 3} were mainly used to resolve ambiguities
arising from signal degeneracies in the lower
dimensional spectra. Intensities of overlapping sig-
nals in 3D spectra that could be assigned to specific
pairs of protons in the 4D spectra, were classified
as strong, medium strong or weak. As they
involved predominantly methyl groups, the corre-
sponding distances were transformed into upper
limits of 4.0, 5.0 and 7.0 A while a continuous cali-
bration with a r=° dependence was applied for the
well-resolved cross-peaks in the 3D experiments.

Elements of secondary structure were identified
based on characteristic patterns of sequential and
medium-range NOEs, small values of 3], yn11y coup-
ling constants (see below), deviations of the chemi-
cal shift of C*-atoms from random coil values, and
slowly exchanging amide protons. Five helices are
found within the protein: helix A (Serl1-Met21),
helix B and B’ (Thr52-Ser68, Lys70-Ala75), helix C
(Glu78-11e100), helix D (Leul10-Glul132), and helix
E (Prol37-Leul57). Short stretches of NOEs
between H* of residue i and HN of residue (i + 2)
are observed for Leu26-Lys31, GIn40-Phe43, and
Lys133-Ser136 indicative of turns or short helices.

lop
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J coupling constants and angular restraints

%un-ne COUPling constants: - and \i-dihedral
angle restraints

Homonuclear *Jiyn.ns, coupling constants could
be measured for 132 of the 159 potentially observa-
ble residues. Stretches of residues with coupling
constants below 5.0 Hz were observed for residues
Leul5-Arg22, Leu56-Asn65, Glu78-Ala97, Aspll4-
Glul32, and Cys138-Ser154. For the core residues
of the five regular o-helices angular restraints of
—65° +25° for ¢ and —40° £25° for  were
applied. Larger ranges of +50° were imposed for
the N- and C-terminal regions of the helices to
allow for fraying. Coupling constants with values
larger than 9.0 Hz occurred only at Cys29, Phed3,
and Trp76 and were translated into dihedral
restraints of —120°(%50°) for ¢ only. Loose
restraints for ¢ of —90°(% 90°) were imposed on
residues Asp2-Leu9, Lys23, Val99-GIn101, Thr106-
Thr108, and Glul59-Glul65 restricting  these
residues to the allowed left-hand half of the
Ramachandran plot.

Yo Yeco, 3J'N-H|| and 3Jco+us CQ“P””Q
constants: y'-dihedral angle restraints

Heteronuclear coupling constants *Jc. and ¥c.co
could be measured for six out of eight lle, eight out
of ten Thr, and five out of seven Val residues. The
size of the coupling constants indicated a unique
side-chain configuration for four Ile, four Thr, and
four Val. For two more Thr and Ile and one more
Val residue a preferred x' angle became evident in
the course of the structure calculations and the cor-
responding dihedral restraints were additionally
included in subsequent refinement staiges. Hetero-
nuclear coupling constants *fy.y; and Jeoup were
determined qualitatively based on the absence or
presence of the expected cross-peaks. Therefore,
the rotameric state and concomittantly the stereo-
specific assignment of B-methylene protons could
be deduced unambiguously only for 13 residues.
For three more amino acids their x' configuration
and subsequently their stereospecific. assignment
was established from an analysis of preliminary
conformations at intermediate stages of the struc-
ture determination. Further stereospecific assign-
ments were obtained from an interpretation of the
results of the floating chirality feature of the
X-PLOR program.

Je..cs coupling constants of lle and Leu:
y#-dihedral angle restraints

For nine out of 21 Leu- and five out of eight Ile-
residues large coupling constants 3Jc,.cs of ~3 Hz
between C” and C were measured indicating a
frans configuration of the side-chain (x*= 180%).
The gauche minus arrangement (x*=60°) was
found only for Leu66 while the evaluation of the
signals for the other leucines was hampered by

Table 1. Summary of structural restraints derived from
NOEs, coupling constants and hydrogen/deuterium
exchange experiments

Distance restraints:

Intra-residual 201
Sequential (1i —jI =1) 452
Medium-range (1< i —jl <5) ) 366
Long-range (1i — ji > 4) 522
Hydrogen bonds™ 2"66
Disulfide bridges™ 3*2
Angular restraints:
Dihedral angle ¢ 69
Dihedral angle ¢ 69
Dihedral angle 3! 33
Dihedral angle 2 16

* For each hydrogen bond there are bwo distance restraints:
16 A<ryo<20A and 27A<igc<40A. For disulfide
bridges there are three distance restraints: 1.9 A <rgq, <2.1 A,
29N <rcps, <31 A and 29 A <rgcp<3.1 A,

cross-peak overlap or gave intermediate values of
~1.5 Hz indicating rotameric averaging. A small
coupling constant (<1 Hz) for 1le147 pointed to a
gauche plus (x* = — 60°) configuration.

Structure calculation of interferon-a

The various types of restraints for the structure
calculations are summarized in Table 1. They
included 1541 NOE-derived inter-proton distance
limits, of which 201 were intra-residual, 452 were
sequential, 366 were medium-range involving
amino acids two to four residues apart in the pro-
tein chain, and 522 were long-range between
amino acids more than four residues apart. Their
distribution (omitting intra-residual NOEs) along
the sequence is shown in Figure 1(a). The number
of long-range distance restraints is low both at the
N and C terminus, between residues 27 and 31, 48
and 49, and particularly between 106 and 110. For
the latter segment many of the observed intra-
residual and sequential NOEs were discarded as
they could not be fulfilled simultaneously. The pre-
sence of strong NOEs of both type Hy(i)/Hyn(i + 1)
and H,(i)/Hn( +1), chemical shift degeneracies
for the atoms involved, and their insignificant
deviation from random chain values were taken as
indicators for a flexible loop being in fast exchange
among various conformations, and therefore pre-
venting the determination of an unique fold of this
part of the protein backbone. Large numbers of
NOEs were identified for the helical regions
of IFN-o involving numerous methyl groups of
hydrophobic side-chains. They could be assigned
from the 3D '*C-edited constant-time NOESY spec-
trum due to its high resolution in the carbon
dimension (sample 2) and from the 3D *C-edited-
HMQC-NOESY spectrum recorded for the reverse
labeled sample 4. One-hundred and thirty-two
upper and lower distance restraints representing
66 hydrogen bonds and six upper and lower limits
for the two disulfide bridges were incorporated
into the structure calculations. The relatively low
number of intra-residual NOEs was compensated
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Figure 1. (a) Number and distribution of sequential (hatched bars), medium-range (open bars) and long-range (filled
bars) NOEs along the sequence of interferon o-2a. (b) Plot of rmsd values of the backbone (continuous line) and side-
chain (dotted line) heavy atoms after superposition for minimum deviation for residues 1 to 165. (c) Plot of the nor-
malized solvent accessibility for the individual amino acids in the 24 final NMR structures. The water-accessible sur-
face-area of each residue Xxx was calculated using a probe radius of 1.4 A and normalized by its maximum
accessible surface area of a fully extended tripeptide Gly-Xxx-Gly (Kabsch & Sander, 1983). (d) Distribution of **N-
{'H)-detected heteronuclear NOE values over the sequence of interferon ¢-2a. Missing bars are due to proline residues
(at positions 4, 39, 55, 109, 137) or overlapping cross-peaks. The errors in the hetero-NOE values are estimated (o

by the determination of dihedral restraints derived
from J-coupling constants. Restraints for ¢ of
90°(+ 90°) were introduced to prevent residues
from falling outside the allowed regions of the
Ramachandran plot. In the final round of structure
calculations a set of «100 random conformations
was subjected to simulated annealing and

Table 2. Summary of the statistics for the 24 final
structures

Backbone All heavy

Atomic rmsd values (A)* atoms atoms
All residues 240 297
All residues except 1-9, 48-49,
102-110, 158-165 0.62 1.39
Helices A~E & B (residues 11~
21, 52-68, 70-75, 78~100, 110-

. 132,137-157) 0.48 1.31

X-PLOR energy terms® (keal mol ™)
Energy term Average % standard deviation

E\o —223.82 £ 18.70
Eyona 3157124
Ejng 113.01 £ 5.85
Ejined 149.08 % 10.29
Eipr 25.23 £ 1.40
Eqaw —607.12 £ 22.01
Enon; 63.15+7.03
E i 1.25+1.11

" Numbers represent the minimized sum of mutual squared
deviations between corresponding backbone atoms (N, C*, C'
and O) or heavy-atoms in the final X-PLOR-structures (Gerber
& Miiller, 1987).

* The values for the X-PLOR energy terms were obtained
with force constants * of 4 kcal mol=' A-* (Evaw)
50 keal mol=" A=2 (Ener) and 200 keal mol™" (Ecpina).

restrained energy minimization using X-PLOR
(Nilges et al., 1988; Nilges, 1995), and the 24 struc-
tures with the lowest value of the total energy
term were selected to represent the solution confor-
mation of IFN-a. None of the structures had viola-
tions of the distance restraints exceeding 0.4 A or
of the angular restraints exceeding 3°. Table 2
gives an overview of the structural statistics. The
atomic rms deviations for backbone and side-chain
atoms, together with the normalized solvent-acces-
sible surface area are plotted on a per residue basis
in Figure 1(b) and (c). There are well-defined
regions in the structure of the protein, mainly the
helical regions, but also segments that exhibit a
considerable degree of flexibility especially in the
loops that connect the helices. This is illustrated in
Figure 2 which shows a stereo representation of
the 24 final NMR structures after a best fit super-
position of the backbone atoms (N, C*% C', O) of
the five helices (helix A, residues 11 to 21 shown in
pink; helix B, residues 52 to 68, helix B, residues

+ 70 to 75 shown in cyan; helix C, residues 78 to 100

shown in green; helix D, residues 110 to 132
shown in magenta; helix E, residues 137 to 157,
shown in red).

The solution conformation of interferon-a

Figure 3 shows the schematic representation of
the energy-minimized average solution structure of
IFN-o. Its dominant structural feature is a cluster
of five major a-helices (A to E) four of which are
arranged to form a left-handed four-helix bundle
with an up-up-down-down topology and two
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Figure 2. Stereo representation of
the 24 final structures of interferon
a-2a after a best-fit superposition
over the backbone atoms (N, C°,
C', O) of the five helices. The color
coding scheme is as follows: helices
A to E are shown, respectively:
pink, cyan, green, magenta, red.
The connecting loop segments are
shown in orange.

overhead connections (Presnell & Cohen, 1989).  GIn40-Phe43) and residues GIn101-Ser136 (includ-
The bundle consists of helices A, B, C, and E; resi- ing helix D) make up the first and second over-
dues Arg22-Glu51 (including the short 3,, helix  hand connection (loop 1 and loop 2). Helix A with

Figure 3. Ribbon display of the
overall fold of interferon o-2a
based on the energy-minimized
structure averaged over the 24 final
structures of the ensemble. The
o-helices (in orange) are marked
with labels A to E close to their
N-terminal end. The 3;, helix is
shown in red, and the termini of
the protein are indicated by N and
C. The two disulfide bridges are
shown in a ball-and-stick represen-
tation with the sulfur atoms in yel-
low, and the carbon atoms in grey.
The Figure was prepared using the
program Ribbons 2.0 (Carson,
1991).
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11 amino acids is the shortest one of the five major
helices while the other four are made up of about
20 residues on average. Between helix A and helix
B there is a long loop of 30 residues. The protein
backbone of its first part (Arg22- Asp32) runs
approximately perpendicular to the axis of the
helix bundle and displays multiple conformations.
The second part (Arg33-Gly44) runs parallel to the
axis of the bundle with the backbone in an
extended conformation up to Pro39. Residues
GIn40 to Phed3 in this second segment are consist-
ently found in a 3, helical conformation. The third
part comprising Gly44 to Gly50 is flexible and
therefore ill-defined. In about 50% of the structures
the dihedral angles ¢ and ¥ of residues 49 and 50
are found in the region of a left-handed o-helix in
the Ramachandran plot. After the C-terminal end
of helix B residue Thr69 has backbone angles that
fall into the core f-sheet region in the Ramachan-
dran plot. The following short piece of helical con-
formation comprising Lys70-Ala75 (helix B') runs
almost perpendicular with respect to helix B. The
latter segment is followed by a tight turn of type
VIII (Lewis et al., 1973) at Ala75/Trp76 that leads
into helix C. The CD -loop connecting helices C and
D is essentially unstructured as evidenced by the
low number of NOEs and the high dégree of back-
bone mobility as measured by the heteronuclear
"N-{'H} NOE (see below). In contrast, the loop
between helices D and E is well-defined with dihe-
dral angles ¢ and \ of Lys134 and Tyr135 in the
region of a left-handed o-helix in the Ramachan-
dran plot.

The core of the helix bundle (defined as those
residues which are located in the helices and show
less than 15% solvent accessibility) is made up of
mostly hydrophobic residues with the exceptions
of six polar (Serll, Thr14, Ser72, Ser150, Ser154,
Thrl55) and four charged side-chains (Glug7,
Glul4l, Argld4d, Gluld6). Figure 4 displays the
well-defined side- chams together with the back-

Figure4.Overlay of theside-chains
of the well-defined amino acids of
the final structures together with
the polypeptide backbones (in yel-
low). The side-chains are colored
according lo residue lype: Asp,
Glu: red; Arg, Lys: dark blue; Ala,
lle, Leu, Phe, Val: cyan; Pro, Trp:
green; Thr, Tyr, Ser: white. The
flexible loops are clustered at the
top of the structures.

bone structures of IFN-o.. The O of Serll could
participate in a hydrogen bond to the O of GIn91,
while the hydroxyl oxygens of the other buried
polar residues appear in most conformers to be
hydrogen-bonded to the backbone carbonyl oxy-
gen of residues i-4 or i-5 (in the case of Ser72). For
Glu87 there is no obvious intra-molecular partner
for forming a hydrogen bond. The side-chains of
the buried charged amino acids Glul4l and
Argld4 are stabilized by forming an internal salt-
bridge with each other and by a network of hydro-
gen bonds to the side-chain of Arg22 in the case of
Glul4l or the backbone carbonyls of Leul8 or
Glul4l for Argldd. The O atoms of Glul46 form
hydrogen bonds to the backbone nitrogen of
Phe36, to O" of Tyr122 or to the guanidino group
of Argld9. Helix D and loop AB are attached to
the core of the four-helix bundle wvia hydrophobic
clusters comprising mainly Leu, Ile, and Val resi-
dues of helix D and aromatic ringsystems of Phe
for loop AB. A further anchoring of the N-terminal
segment of this loop is provided by the disulfide
bridge between Cys29 and Cys138. Some large,
apolar side-chains are exposed to the solvent to
more than 30% of their van der Waals surface;
with the exception of Phe27 and Leu30 within the
N-terminal part of the AB loop and Metlll,
Leull7 and Leul28 of helix D they are located in
flexible segments of the molecule.

Backbone dynamics

The interpretation of the heteronuclear BN-{'H)
NOE data clearly shows the co-existence of flexible
regions within an otherwise rigid framework of the
protein. Taking an upper limit of 0.6 for the NOE
to differentiate the more flexible backbone seg-
ments from the less mobile parts of 1FN-o, four
regions of pronounced flexibility can be located:

Cysl1-Ser8, Gly44-Ala50, 11e100-Lys112, and Serl60-

Glul6s (Figure 1(d)). Although one would expect
the same degree of internal backbone flexibility for

log.
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both chain ends, the N terminus is less mobile pre-
sumably due to the présence of the disulfide bridge
between Cysl and Cys98. A remarkable feature is
the relatively high mobility of residues 11100 to
Glul12 which in the three-dimensional structure
represent a solvent-exposed loop. Similarly, the
stretch between Gly44 and Ala50 constitutes an
unstructured and therefore mobile part of the pro-
tein. This interpretation is supported by the evalu-
ation of the T, and T, relaxation measurements
where especially in the latter longer relaxation
times are observed for the same four segments of
the protein backbone (data not shown). -

Structural comparison with other interferones

Based on their known tertiary structures the
family of helical bundle cytokines can be divided
into three subfamilies, namely the short-chain, the
long-chain and the IFN-like cytokines as reviewed
by (Rozwarski ¢t al. (1994) and Mott & Campbell,
(1995). Key features of the long-chain subfamily
are a bundle of four well-aligned helices 20 to 30
residues in length and a helix A to helix B cross-
over passing in front of helix D. The crossover con-
nections include short helices which are not well-
aligned with or integrated into the bundle core.

-

Figure 5. Overlay of the average
NMR conformation of human inter-
feron o-2a (in orange) and the
X-ray structure of murine inter-
feron-f (in cyan) (Senda et al,
1995). The a-helices are marked
with labels A to E close to their
N-terminal end. The Figure was
prepared using the program Rib-
bons 2.0 (Carson, 1991).

For the short-chain subfamily members the helices
of the bundle are aligned less well and are only 10
to 20 residues long. In addition, the crossover from
helix A to helix B passes behind helix D and is part
of a short two-stranded anti-parallel -sheet which
contributes to the bundle core. The interferon-like
cytokines have features which are intermediate
between the other two. The helix packing angles in
these molecules are closer to those found in short-
chain cytokines, but their helix A to helix B cross-
over passes in front of helix D, as it does in the
long-chain subfamily. One unique feature of the
IFN fold is that the loop connecting the third helix
(C in our case) and the fourth helix (E) contains a
fifth o-helix (D) which contributes to the protein
core. The schematic representation given in
Figure 3 shows that hulFN-o. fulfills the criteria to
be classified as a member of 1FN fold subfamily of
helical cytokines. The helix bundle is the dominat-
ing feature of the tertiary structure as it is the
case for IFN-B and IFN-y. The backbone fold of
hulFN-o resembles very closely those of mulFN-p
as they both belong to the type I subclass of inter-
ferons. No indication of dimerization could be
found for IEN-o. whereas IFN-y, the only represen-
tative of the type II interferons, occurs as a natural
homo-dimer.
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Recently, the X-ray structure of IFN o-2b at 2.9 A
resolution was published (Radhakrishnan et al.,
1996). The amino acid sequences of IFN o-2a and
0-2b differ by only one residue (K23R), and conco-
mittantly the overall structutes, as can be inferred
from the publication (the coordinates have not yet
been released), are identical. The presence of the
five helices and their location within the primary
sequence differ only marginally. Also the kink at
residue Thr69 between helices B and B’ is observed
in both structures. Furthermore, virtually all the
other structurally 1mp01tant features are found in
the liquid as well as in the crystalline state. How-
ever, in solution IFN o-2a remains stable as a
monomer even at concentration of up to 2 mM and
low ionic strength, whereas the crystal structure of
IEN o-2b describes a Zn-mediated dimer with a
large interface area of approximately 1000 A. The
biological role of a dimer is unknown, and all
experimental evidence to date suggests the active
species of IFN-o. to be monomeric (Radhakrishnan
et al.,, 1996). As the dimer interface also involves
residues implicated in receptor binding, confor-
mational differences might occur compared to the
monomeric solution structure of IFN o-2a. How-
ever, these differences cannot be assessed in detail
as the coordinates of IFN o-2b have not yet been
released.

Murine interferon-p (mulFN-p) is the only repre-
sentative of the type I interferons for which the
coordinates are available (Senda et al., 1992, 1995).
A superposition of IFN-B with the averaged NMR
solution structure of human IFN o-2a shows that
the overall conformations are similar. The rmsd
value amounts to 1.38 A for 80 pairs of C*-atoms
located in regions of helical secondary structure
which are common to both proteins (IFN-o-resi-
dues Glyl10-Alal9, Thr52-Ser68, Glu78-Ala97,
Aspl114-Giu132, 1’1013'7 -Thr155). Figure 5 gives an
illustration of the superposition of the foremen-
tioned parts of both proteins. The lengths of the
helices vary to some extent. The largest difference
is associated with helix A which in mulFN-J is 19
residues long (Tyr3-Glu22). Its counterpart in
hulFN-a is shorter and runs from Gly10 to Met21
while the residues from Leu3 to Leu9 are flexible
and unstructured. The sequence of turns from
Leu26 to Cys29 is another unique feature of the
human protein which is absent in murine interfer-
on-B. A structure-based- sequence alignment of
both plotelns may explain these differences as
there is a short deletion of three residues in
hulFN-a close to the N terminus corresponding to
Tyr3-GIn5 of mulFN-f, and an insertion of four
amino acids Phe27-Let30 in hulFN-o. Helix B of
mulFN-f runs from Lys48 to Val65 and occurs at a
slightly shifted position within the sequence of
IFN-¢.. Here it is longer and runs from Ile53 (corre-
sponding to Ala52 in IFN-f) to Ala75 but is kinked
at Thr69. The segment equivalent to the C-terminal
part of helix B after Thr69 (termed B’ in 1FN-o)
adopts a 3,y helical conformation in mulFN-f. No
equivalent of the murine IFN-B CD helix (Glul03-

Table 3. Residues absolutely conserved among 35
species of IFN-o.

Residue Location Putative role”

Cysl N terminus Disulfide bond

Leu3

Leu9

Ser28 AB loop Receptor interaction
Cys29 AB loop Disulfide bond

Arg33 AB loop Receptor interaction
Phe36 AB loop Packing against helix 1D
Glnd6 AB loop

Gln61 Helix B

Leu80 Helix C Helix packing

Leu8l Helix C Helix packing

Cys98 Helix C Disulfide bond

GIn101 Loop CD

Leull0 Helix D

Tyr122 Helix D Packing against AB loop
Phel23 Helix D Helix packing

Argl25 Helix D Receptor interaction
Leul30 Helix D Helix packing

Cys138 Helix E Disulfide bond

Alal39 Helix E Helix packing

Trp140 Helix E Helix packing

Glu141 Helix E Salt bridge

Alal45 Helix E

Argl49 Helix E

Serl154 Helix E Helix stabilizing

* Putative roles for each residue were assigned “helix packing”
if they were found to be involved in the interior packing of the
four-helix bundle, or “receptor interaction” on the basis of pub-
lished mutagenesis data. “Disulfide bond” refers to the
cysleines’ role in maintaining the overall structural integrity.

Glul09) is found in IFN-o. which instead shows a
high degree of flexibility in this part of the struc-
ture. In the crystal the CD loop, containing the CD
helix, participates in inter-molecular interactions
due to crystal packing, and the existence of a helix
within this loop may be a consequence of the crys-
talline state. Other differences occur within the BC
loop where the tip of this segment approaches
quite closely the DE loop in IFN-f within a dis-
tance of about 5 A whereas in hulFN-o. the mini-
mum distance between the corresponding parts of
the backbone amounts to 8 A. The two disulfide
bridges which are not present in the murine pro-
tein clearly lead to different conformations of the
segments involved. This is manifested in IFN-o, in
the turn-like arrangement of the region from Phe27
to Leu30 which comprises Cys29 and constitutes
an insertion not found in the murine sequence. On
the other side, the somewhat unusual backbone
conformation of Lys134/Tyr135 (corresponding to
Lys132/Tyr133 in 1FN-p) is present in both struc-
tures.

Implications for receptor binding

So far structure determinations of complexes of
interferons and their receptors have been reported
only for human IFN-y and its receptor (Walter e/ al,,
1995). No structural information on receptor bind-
ing is available for any of the other interferons (o,
B, 1, w). Based on sequence alignments of several
type I interferons and on site-directed mutagenesis
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three patches of conserved residues implicated in
interacting with the receptor(s) were found on the
AB loop (Cys29-Phe36, termed AB domain), on
helix C (Glu78-Asp95, C domain) and on helix D
including the adjacent DE loop (Tyr122-Alal39, D
domain) (Waine ef al., 1992; Fish, 1992; Mitsui ef al.,
1993). Uzé and co-workers proposed one more
receptor binding epitope located on helix A,
namely Met16-Ser28, i.e. the last two turns of helix
A and the proximal part of the AB loop (A
domain) (Uzé et al., 1994). They also suggested a
sequential two-step model for the binding of an
IFN-0. molecule to its”cellular receptors where all
four domains would be involved. To learn more
about the role of conserved residues, a sequence
alignment of 35 IFN-u. species shows that 25 amino
acid residues are absolutely conserved (Table 3).
Sixteen of these invariant residues are found in the
helical regions of IFN-o, four are cysteines (of
which two are also part of helices), and five map
to the AB loop (mc]udmg Cys29). Three conserved
residues are located in flexible elements while none
is found in helix A. However, there are clear pre-
ferences for certain types of amino acids at position
13 (Arg), 17, 18 (both Leu) and 21 (Met). Due to
their location within the three-dimensional struc-
ture they play an important role in maintaining the
integrity of the helix-bundle. Interestingly, no resi-

domain C

domain AB

domain A

due on that helix has been identified as important
for binding by mutagenesis studies. The clustering
of important amino acids in the AB loop is remark-
able. Almost conserved sites are found at position
23 (Arg), 24 (Leu, Ile or Val) and 30 (Leu). The lat-
ter site is also substantially accessible to solvent as
is position 27, although it is less strictly conserved,
and they may well be important in mediating
hydrophobic interactions with the receptor mol-
ecules. The adjacent segment from Lys31 to Asp35
of the AB domain comprises exclusively polar resi-
dues which, with the exception of Asp32, show a
high degree of solvent accessibility. Furthermore,
they exhibit a slightly higher mobility than the
other well-defined parts of the protein structure.
Taken together these features make them ideally
suited for electrostatic interactions with oppositely
charged regions of the receptor molecules. Further-
more, their flexibility would allow for structural
adaptations upon intermolecular contacts. This
polar interface is nicely extended upon inclusion of
the charged residues Lys131, Glul32, Lys133, and
Lys134 located at the C-terminal end of helix D
and of the absolutely conserved residues Cys138-
Glul4l which together make up the D domain.
Their locations in the three-dimensional structure
of IFN o-2a imply that they together might form
one bipartite epitope for binding of one of the two

Figure 6. Location of putative
receptor binding domains (A, AB,
C, and D) of interferon o-2a. Seg-
ments that have been implicated
are colored in orange. The two dis-
ulfide bridges are shown in a ball-
and-stick representation with the
sulfur atoms in yellow, and the car-
bon atoms in gray. The Figure was
prepared using the program Rib-
bons 2.0 (Carson, 1991).

{/o
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receptor molecules. Residues on helix C that were
described as major determinants in binding to the

receptors are Lys83 and Tyr89. In both the X-ray -

structure of IFN-B and the NMR solution structure
of IFN v-2a they are found on the solvent exposed
face of the helix. Both amino acids are oriented
such that their participation in receptor binding is
supported by the three-dimensional protein struc-
tures. Five totally or highly conserved Leu-residues
of helix C (80, 81, 88, 92, and 95) are important in
its packing against helices A and B, and together
they make up the C domain. In analogy with the
ligand induced dimerization of IFN-y and also of
growth hormone (GHJ and their respective recep-
tors (de Vos et al., 1992), the sequential two-step
model would require as a first step the binding of
the more promiscuous IFN-o/BR receptor protein
to domains AB and D. This view is supported by
the fact that especially residues of the D domain
are conserved among the various IFN-a- as well as
IFN-B-species. The IFN-oR1 receptor molecule
would then interact with domains A and C in a
second step leading ultimately to the signal trans-
duction event. The domains implicated in receptor
binding are highlighted in Figure 6.

Materials and Methods
Sample preparation

Recombinant human interferon o-2a (Roferon™) was
expressed and purified according to published pro-
cedures (Hochuli, 1986). For the NMR sample prep-
aration, the protein solution (4 mg/ml) was subjected
to the following procedures: ultra centrifugation at
300,000 g for one hour; change of pH by dialysis against
50 mM acetic acid (pH 3.5), 0.02% NaNj; concentration
to &1 ml; dialysis against 1 mM HCI in H,0, pH 3.4;
dialysis against 90% H,0/10% 2H,O (pH 3.4), 0.02%
NaN;; adjustment of the protein concentration to
~2mM,; centrifugation by air-fuge at 185,000 g for one
hour. The solubility of 1IFN o-2a was observed to be
highest at very low ionic-strength and at an acidic pH of
3.5,

Laser light scattering experiments were carried out
with the NMR protein sample solution (ALV-5000 laser-
scattering  system; Langen, Federal Republic of
Germany). The distribution of the scattered light intensi-
ties was observed to be narrow and unimodal; the
hydrodynamic radius was determined to be 19 A,
These observations are in agreement with fully mono-
meric protein solution in the NMR sample. CD studies
and one-dimensional] NMR spectra over the pH range
from 3.2 to 7.0 indicate the structural integrity of the pro-
tein although the NMR resonance lines are slightly
broader at neutral pH.

Uniform "“N-labeling and '>N/"C-labeling (both
>98%) were performed in N and *N/3C labeled mini-
mal media, using "*NH,CI and "C,-glucose as N- and
C-sources. Fractional *C labeling was achieved using a
minimal media containing a mixture of 88% UL-"?C-
and 12% UL-"*Cg-glucose (>98% *C) and ""NH,Cl (99%)
following the protocol given by Senn et al. (1989). For
“reverse labeling” (residue-type selective '*C-residues in
otherwise uniformly-'*C labeled protein) autotrophic
recombinant Escherichia coli was grown aerobically on

minimal medium in a 51 bioreactor. Normal "2C,-,-glucose
(1g/1) was supplied initially to support growth to an
optical density of about 1.0 at 550 nm. After exhaustion
of this glucose, uniformly Jabeled '*C-glucose (2 g/1) and
normal '?C-amino acids (Phe and Trp, all at 20 mg/ml)
were added and IFN-o. expression was induced.

NMR experiments

The heteronuclear NMR measurements were per-
formed on differently labeled protein samples: sample 1,
99% SN labeled, dissolved in 90% H,0/10% *H,O;
sample 2, 99% *C labeled, in 100% 2H,0; sample 3, 99%
BN, 99% C labeled, in 90% H.0/10% 2H,0; sample 4,
UL-"C-Trp, UL-"C-Phe, all other amino acids '*C
(“reverse labeled”), in 100% 2H,0; sample 5, 12% **C
labeled (“fractionally labeled”), in 100% *H,0. All exper-
iments were done on Bruker AMX-500, AMX2-600 or
DMX-600 spectrometers at a temperature of 298 K. The
pH of the protein solutions was adjusted to 3.5 by add-
ing minute amounts of 2HClL. The concentration of the
samples varied from 2.0 mM to 2.2 mM with their isoto-
pic composition as given above.

H/*H-exchange of amide protons was initiated by
passing the H,O solution of "*N labeled IFN-0. over a
gel-filtration column which had been washed extensively
with 2H,O. The first spectrum could be recorded five
minutes after the H/?H exchange had been initiated.
After that, a series of 21D *H-""N HSQC spectra (Grzesiek
& Bax, 1993a) was recorded and the disappearance of N-
H cross-peaks was monitored.

Data processing and spectral assignments

NMR data were transferred to SUN or SGI worksta-
tions and processed using the nmrPipe software package
(Delaglio et al., 1995). Routinely, the time domain data
for '"H were zero-filled to 512 or 1024 complex data
points and a squared sinebell window function shifted
by 60° was applied before Fourier-transformation. For
the three-dimensional triple resonance experiments the
length of the interferograms in the carbon- as well as in
the nitrogen-dimension was doubled by linear prediction
and zero-filled to the next power of two. Apodization of
the data was done by applying a squared cosine-bell
window function before FT. All spectra were analyzed
using the program PIPP and related software (Garrett
et al., 1991).

The sequential assignment of the backbone atoms
made use of scalar connectivities as manifested in the
HNCA, HN(CO)CA, HNCO, CBCANH, and CBCA
(CO)NH spectra which correlate the chemical shifts of
C', C*- and CP-atoms with those of the N- and H"-atoms
for either residue i or (i-1) (Grzesick & Bax, 1992a,b,c).
This procedure allowed for a sequential resonance
assignment for almost all residues. Ambiguities in the
assignment could be resolved by inspection of the 3D
*N-edited NOESY where sequential NOEs pointed to
the amide proton frequency of the adjacent amino acid
residues. Additionally, NOE connectivities were used to
bridge gaps in the assignment that occur at proline resi-
dues.

The chemical shifts of the more peripheral side-chain
atoms were taken from HBHA(CO)NH, C_DIP(CONH
and H_DIP(CO)NH experiments recorded on the double
labeled sample in H,O (Grzesiek & Bax, 1993b; Grzesiek
et al., 1993a) and confirmed by the 3D *C-edited TOCSY
spectra recorded in 2H,0 (Bax ef al., 1990). Additionally,
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the 2D constant-time *C-'"H-correlation spectra served as
fingerprints confirming the correctness of the assign-
ments (Vuister & Bax, 1992). Correlations involving the
atoms of the aromatic spin systems were taken from the
experiments with the reverse labeled sample (for Phe
and Trp) (Bax et al., 1994a; Vuister et al.,, 1994). Two-
dimensional 'H-PC correlation measurements optimized
for the aromatic region established the unknown assign-
ments.

Stereospecific assignment of the prochiral methyl
groups of Val and Leu residues was achieved using the
fractionally labeled sample (Neri ¢f al., 1989; Senn et al.,
1989). In the 2D CT-HSQC experiment with the constant-
time delay set to 29 ms the sign of a cross-peak depends
on the number of directly coupled carbon nuclei (-1 for
an even number of neig%;bors, +1 for an odd number).
Due to the biosynthetic pathway, the pro-R methyl
groups (y' and §' for Val and Leu) are always coupled to
another *C nucleus leading to a negative sign of the
associated cross-peak (Hiroaki et al., 1996).

Stereospecific assignment for prochiral C'H, groups
was deduced from the combination of HNHB (Archer
et al, 1991; Bax et al., 1994b) and HN(CO)HB exper-
iments (Grzesiek et al., 1992; Bax et al., 1994b). Addition-
ally, the “floating chirality” feature of X-PLOR was used
in such cases where the program found consistently for
all calculated structures the same stereochemical assign-
ment (Nilges, 1995).

NOE values were determined by comparing the inten-
sity of "N polarization transferred from "N to 'H™ in
the presence (i,,) and absence (i,,) of 'H saturation
according to the equation:

NOE = I+ = Isul/’cq

The measured NOE values were corrected for incomplete
'H T, recovery as described (Gizesiek & Bax, 1993a).

Input to the structure calculations

Distance restraints

NOE data were obtained from several multi-dimen-
sional experiments applied to various samples: sample 1,
3D N HSQC-NOESY (Grzesiek & Bax, 1993c); sample
2, 3D *C NOESY (both constant-time and non-constant
time version) and 4D “C/"*C NOESY (lkura et al., 1990;
Vuister et al., 1993a); sample 3, 4D 13C /15N NOESY (Kay
et al., 1990); sample 4, 2D 12C-filtered NOESY and 3D
¥C-edited, '2C-filtered NOESY (Vuister ef al., 1994). NOE
intensities were translated into distances using a r~°
dependence (Gintert et al, 1991; Senn & Klaus, 1993).
An internal calibration was applied to the different
NOESY spectra using common distances within regions
of well-defined secondary structures or within the amino
acids as reference distances. For example, the distance
between HN of residue i and i+ 1 in helical regions is
found to be 2.9 A. For a disulfide bridge the distances
were restrained between 1.9 and 2.1 A between sulfur-
atoms, and between 2.9 and 3.1 A for the distance
between CP of one cysteine residue and S' of the other
residue. Hydrogen-bond restraints were set to 4.0 A and
2.0 A for the upper and lower bounds (from C' to N)
and 27 A and 1.6 A (from O to HV). Only structurally
useful intra-residue NOEs were included in the inter-
proton distance restraints as were NOEs between pro-
tons separated by more than three bonds.

NOE cross-peaks were assigned to inter-proton dis-
tances in several rounds. Initially, only distance restraints

resulting from unambiguously classified signals were
incorporated into the structure calculations. The resulting
low-resolution conformations were used to resolve
ambiguous cross-peaks based on the criterion that the
putative NOE assignment should correspond to NMR-
observable distances (shorter than 5.0 A for proton-pro-
ton NOEs, shorter than 6.0 A for proton-methyl group
NOEs and shorter than 7.5 A for methyl-methyl NOEs).
These newly assigned restraints were used in the next
round of structure calculations to improve the resolution
and allowed the unique identification of a more exten-
sive set of cross-peaks.

J-coupling constants

Six experiments were performed for the measurement
of the various coupling constants. From the HNHA
experiment homonuclear ¥4y coupling constants
were extracted from the ratio of the diagonal-peak inten-
sity to cross-peak intensity for a given residue in a 3D
spectrum as described (Vuister & Bax, 1993). The combi-
nation of the HNHB and HN(CO)HB experiments pro-
vided the stereospecific assignment of H? methylene
protons and the rotomeric state of the C*-C" bond (y'
angle). The size of the coupling constant was estimated
in a qualitative manner based on the presence or absence
of the expected cross peaks in the 3D spectra which is
sufficient to classify the conformation of the atoms
involved as being “trans" or “gauche”. For Thr, lle and
Val, the two-dimensional spin-echo difference CT-HSQC
experiments {"*N} COSY or {'*C') COSY provided an
accurate measurement of the three bond coupling con-
stant between the backbone atoms N or C' and the
y-methyl groups allowing to calculate oy or Yec
(Vuister ef al, 1993b; Grzesiek et al., 1993b). The 3D
LRCC experiment measures the coupling constants
¥Jca-cs Of Leu and lle residues reflecting the rotomeric
state of the ¥ angle (Bax ef al., 1992, 1994c). Here, the
ratio of the integrated peak-volumes of the correlations
of the d-methyl groups to the long-range coupled o-car-
bon atom deeends on the size of the intervening coup-
ling constant “Jcq.cs

Dihedral restraints

For those regions of the protein where a helical confor-
mation was evident as judged from the NMR data

(H/"H-exchange, HNHA-experiment, secondary struc-.

ture NOEs), the backbone angles ¢ and {r were set to
match the mean values of —65.3° and —39.4°. Angular
restraints for the dihedral angles ' and ¥? of the side-
chains of the amino acids were centered at -67.0°
(gruche plus), 184.0° (frans), 64.0° (ganche minus) for %',
and 177.5° (trans) for x* where appropriate. Generally,
all values were given an allowed deviation of £25°. The
mean values are chosen to match the stereochemical par-
ameters as they are used in the PROCHECK/PRO-
CHECK-NMR suite of programs (Laskowski el al., 1993,
1996).

Calculation of the three-dimensional structure

The simulated annealing protocol of X-PLOR, version
3.1 (Bringer, 1992) was used to calculate the three-
dimensional structure of the protein, The target function
to be optimized comprised energy terms that govern the
covalent geometry (bond lengths, bonds angles, dihedral
angles, planarity, chirality), a repulsive term to prevent
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atoms from overlapping, and experimentally derived
structural restraints. The starting structures were
obtained from a template structure with an extended
conformation and ideal geometry. In a first phase, the
template structure was randomized by assigning arbi-
trary values to the backbone angles ¢ and \ of all resi-
dues. An all-atom representation of the protein was
generated and used to search for those conformations
that satisfy best the structural restraints. A “soft’” repul-
sive van der Waals energy term with reduced weights
replaced the standard Lennard-Jones energy term for
describing the non-bonded interactions among the
atoms. A simple two-atom representation of the amino
acids was used for computing these interactions,
whereas the full-atom model was used with the other
energy terms. Five cycles of simulated annealing of a
duration of 15 ps each were performed at a temperature
of 2000 K. The force constants for the distance restraints
and for the repulsive van der Waals term which were
initially low were doubled at consecutive rounds while
all other weight factors were kept constant. In the second
phase, the system was cooled from 2000 to 1000 K and
the cnergy force constants were brought to their final
values. The repulsive energy term was now evaluated
for all atoms of the molecule, and its force constant was
increased in a stepwise manner from a low start value to
the final value of 4.0 kcal/(mol A‘). Concomittantly, the
van der Waals radii of the atoms were reduced from
90% to 78% of their original value. In the third phase,
the system was cooled to 50 K, and two energy minimiz-
ations of the structure completed the calculation scheme.
The first minimization used the same parameters as the
annealing protocol, while the second one employed the
full van der Waals radii which prevented to a large
extent the occurrence of “bad contacts”, i.e. a situation
where two atoms are too close in space. The final confor-
mations were assessed for their stereochemical quality
using the PROCHECK-NMR suite of programs
(Laskowski ef al., 1996) and visualized using the in-
house molecular modelling package MOLOC (Miiller
et al., 1988; Gerber & Miiller, 1995).

Sequence alignments

Protein sequences of 1FN-o. and IFN-B species were
retrieved from the Swiss-Prot databank (version 34,
release 10/96). The compilation of IFN-o sequences con-
tains 12 human, eight murine, eight bovine, four equine
sequences, and one each from rat, pig, and cat. The IFN-
B sequences comprise three bovine sequences, and one
each from human, rat, mouse and horse. The ClustalW
multiple sequence alignment (Thompson et al.,, 1994) as
implemented in the GCG program package (version 9.0)
was used for aligning the sequences. Coordinates have
been deposited with the Protein Data Bank under 1D
code 1itf (rlitfmr for the NMR restraints entry).
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