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Ref.: Expediente No.: 07-062.159

Patente de Invencion:

UNA__MUTEINA RECOMBINANTE DEL INTERFERON ALFA HUMANO
GLICOSILADO, UN GEN QUE CODIFICA PARA DICHA MUTEINA, UN METODO
DE_PRODUCCION DE DICHO GEN, UN METODO PARA OBTENER UNA CELULA
EUCARIOTA PRODUCTORA DE DICHA MUTEINA, UN METODO PARA PRODUCIR
DICHA MUTEINA, UN-PROCEDIMIENTO PARA PURIFICAR DICHA MUTEINA,
UNA COMPOSICION FARMACEUTICA DE DICHA MUTEINA, EL USO DE DICHA
MUTEINA PARA ELABORAR UN -MEDICAMENTO.

Solicitante: " PROTECH PHARMA S.A,

Domicilio: Santa Fe - Argentina

Atentamente se dirige a usted JAIME EDUARDO DELGADO VILLEGAS, Abogado, mayor y
vecino de Bogotd D.C., e identificado como aparece al pié de mi firma, para manifestarle lo
siguiente:

Como apoderado de la sociedad PROTECH PHARMA S.A., domiciliada en Santa Fe - Argentina, el
pasado 20 de junio de 2007 presenté a su Digno Despacho la solicitud a registro de la Patente de
Invencion mencionada antes en la referencia.

Debido a lo anteriormente expuesto, me permito adjuntar:

a) Fotocopia autenticada del Poder debidamente legalizado, el cual me otorga el Sefior RUBEN
ROQUE ROMANO, quien en su calidad de Representante Legal y Apoderado de la sociedad
PROTECH PHARMA S.A., me faculta para todo tramite de Propiedad Industrial, incluyendo
la facultad para solicitar el registro de Patentes.

El citado poder se encuentra legalizado por:
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» La Doctora MONICA G. BARBIER, Escribana Publica Titular del registro No. 614,
quien certifica que la firma que antecede y dice RUBEN ROQUE ROMANO es
auténtica, que el firmante es Apoderado (Representante Legal) de la sociedad
PROTECH PHARMA S.A., que tiene facultad para otorgar este poder y gque dicha
compafiia existe y estd debidamente organizada de conformidad con las Leyes de
la RepUblica de Argentina.

Dicha legalizacién cuenta con el Sello correspondiente del Colegio de Escribanos de
la Provincia de Santa Fe en la Republica de Argentina (Legalizacion No. 112362).

Asimismo, se puede encontrar un sello del Colegio de Escribanos de la Provincia de
Santa Fe — Republica de Argentina, la cual cuenta con el sello correspondiente que
se denomina APOSTILLA, cuya legalizacion corresponde al nimero 119728.

¢ El Articulo 65 del Cddigo del Procedimiento Civil, establece que cuando quien
otorga el poder fuere una sociedad, si el Cénsul que lo autentica o ante quien se
otorga, hace constar que tuvo a la vista las pruebas de la existencia de la sociedad
y que quien lo confiere es su representante, se tendran por establecidas estas
circunstancias.

e Por el Doctor OVIDIO M. LOPEZ, Legalizador 1° Circunscripcion de Santa Fe —
Republica de Argentina, el cual legaliza la firma de la Doctora MONICA G. BARBIER,
reconociendo en ella las facultades que posee como Escribana en la Republica de
Argentina.

Dicha legalizacion cuenta con el correspondiente sello del Colegio de Escribanos de
la Provincia de Santa Fe — Republica de Argentina.

e Por Apostilla, firmado por la Doctora FABIANA ALICIA BORDILE - quien en
representacion del Ministerio de Relaciones Exteriores, Comercio Internacional y
Culto en la Republica de Argentina, legaliza la firma del Doctor OVIDIO M. LOPEZ,
y reconoce en él las facultades de Legalizador del Colegio de Escribanos de la
Provincia de Santa Fe en la Republica de Argentina.

b) Fotocopia autenticada del Documento de Cesion en el cual el Sefior RICARDO AGUSTIN
LOPEZ (Cedente), cede todos los derechos de la Patente de invencidon mencionada en la
referencia a la sociedad PROTECH PHARMA S.A. (Cesionaria).
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Dicho documento se encuentra debidamente firmado por las partes que intervienen en la
presente cesion.

El anterior documento cuenta con la siguiente legalizacion:

e Por la Doctora MONICA G. BARBIER, Escribana Publica Titular del registro No, 614,
quien legaliza las firmas que corresponden, tanto a la parte Cedente, como a la
parte Cesionaria de dicha patente.

Dicha legalizacion cuenta con el Sello correspondiente del Colegio de Escribanos de
la Provincia de Santa Fe en la Republica de Argentina (Legalizacion No. 112360).

Asimismo, se puede encontrar un sello del Colegio de Escribanos de la Provincia de
Santa Fe — Republica de Argentina, la cual cuenta con el sello correspondiente que
se denomina APOSTILLA, cuya legalizacion corresponde al nimero 119728.

e Por el Doctor OVIDIO M. LOPEZ, Legalizador 1° Circunscripcion de Santa Fe -
Republica de Argentina, el cual legaliza la firma de la Doctora MONICA G. BARBIER,
reconociendo en ella las facultades que posee como Escribana en la Republica de
Argentina.

Dicha legalizacion cuenta con el correspondiente sello del Colegio de Escribanos de
la Provincia de Santa Fe — Republica de Argentina.

e Por Apostilla, firmado por la Doctora FABIANA ALICIA BORDILE — quien en
representacion del Ministerio de Relaciones Exteriores, Comercio Internacional y
Culto en la Republica de Argentina, legaliza la firma del Doctor OVIDIO M. LOPEZ,
y reconoce en él las facultades de Legalizador del Colegio de Escribanos de la
Provincia de Santa Fe en la Republica de Argentina.

c) Fotocopia autenticada del Certificado de Depdsito (Documento de Prioridad) de la Patente
de Invencién que se menciona en la referencia, el cual se encuentra debidamente sellado y
firmado por el Doctor EDUARDO ARIAS (Comisario). Dicha Patente fue presentada ante el
Ministerio de Economia y Produccion —Secretaria de Industria, Comercio y de la pequefia y
mediana empresa- del Instituto Nacional de la Propiedad Industrial en la Republica de
Argentina (Oficina de Registros de Marcas).
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Este documento corresponde al registro de la Patente de Invencion denominada “UNA
MUTEINA RECOMBINANTE DEL INTERFERON ALFA HUMANO GLICOSILADO, UN GEN
QUE CODIFICA PARA DICHA MUTEINA, UN METODO DE PRODUCCION DE DICHO GEN,
UN METODO PARA OBTENER UNA CELULA EUCARIOTA PRODUCTORA DE DICHA
MUTEINA, UN METODO PARA PRODUCIR DICHA MUTEINA, UN PROCEDIMIENTO PARA
PURIFICAR DICHA MUTEINA UNA COMPOSICION FARMACEUTICA DE DICHA MUTEINA,
EL USO DE DICHA MUTEINA PARA ELABORAR UN MEDICAMENTO.”

El nimero correspondiente a la prioridad, o sea, al registro de esta Patente en Argentina,
corresponde al nimero P060102627.

Debido a la presentacién de la documentacion antes mencionada, solicito a su Digno Despacho
continuar con el tramite normal de registro de la Patente de Invencidn que se menciona en la
referencia, y la cual pertenece a la sociedad PROTECH PHARMA S.A. de Santa Fe - Argentina.

Atentamente,

DUARDO DEVGADO VILLEGAS
C.C. Nq, 9'2( 0.955 de Bogota
T.P. No. 43.308 del Consejo Superior de la Judicatura
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The Undersigned} ‘
Santa Fe, Santa
Representative

the company PROTECH PHARM

of
headquarters in Lisandro de Ja Torre 3124, Depto 2, Santa Fe, CP 3000,
Argentine, which was initially incorporated at Registro Publico de
Comercio de Santa Fe, Country Argentine, grant ample an sufficient
power of attorney to: JAIME EDUARDO DELGADO VILLEGAS

and/or CLEMENCIA  DELGADO VILLEGAS, attorneys, adults,
residing in Bogota (Colombia), so that on our behalf and representation,
carry out before your office all tipes of errands an especial procedures
for the registration and renewal of all kinds of Product and Service
trademarks, deposits of name and commercial logotipe, industrial models
and drawings, invention patents, utility models, Integrated circuits, using
licenses, name of domain, Copyrights, plant varieties, agricultural,
veterinary and sanitary registries, capacity certificates, renewal,
modification, change of name, change of address, transfer, assignment
and expansions, answering sanctionatories and enclose evidence, being
empowered to present and withdraw objections, to present appeals, to
request testimonies, to receive documents, to pay legal fees, to aprove
exploitations, to agree on transactions on trademark agreements with
third parties of legal entities, to abandon action, to substitute, waiving to
rights, to file cancellation actions for not using, for notoriety and/or
genericity, to begin concerning proceedings before the customs
administration for adopting the frontier steps to the protection of our
industrial and intellectual property rights and to substitute the mentioned
matters; to do denouncements and establish themselves as victims within
the penal processes that arise by violation of our industrial and
intellectual property rights and to substitute them; to attend all
proceedings in connection to industrial and intellectual property or
concerning matters as general attorneys before SUPERINTENDENCE
OF INDUSTRY AND COMMERCE, INVIMA, ICA, DIAN or
competent authorities in Columbia and to world-wide level, being able to
substitute the mentioned matters, and in the event that such procedures
shall be transferred unto a judicial field, the legal representatives are
authorized to act as plaintiff or defendant before the competent
authorities, in all kind of errands like: nullity actions, nullity and re-
establishment of right actions, forbidding process for use of trademarks,
name and commercial logotype, unlawful competition, without this
enunciation is limitative, having an ample power to settle, to submit to
arbitration, to waive, to present appeals or appeals and re-establishment
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- argentino mayor y vecino de |
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Atentamente se dirige a Us

Argentina para manifestarle s
legal de la firma PROTECH PHARMA SA domlclhada en Lisandro

de la Torre 3124, Santa Fe, CP 3000, Argentina, y constituida
inicialmente en el Registro Publico de Comercio de la Provincia de
Santa Fe, Argentina confiero poder general, amplio y suficiente a los
Dres. JAIME EDUARDO DELGADO VILLEGAS, y/o
CLEMENCIA DELGADO VILLEGAS, Abogados, mayores y vecinos
de "Bogotd, D.C. (Colombia), para que en nuestro nombre y
representacion adelanten ante Ustedes toda clase de diligencias y
procedimientos especiales para el Registro y Renovacion en su Despacho,
de toda clase de Marcas de Producto y Servicio, Lemas Comerciales,
Depésitos de Nombre y Ensefia Comercial, Disefios Industriales y
Patentes de Invencion, Patentes modelo de Utilidad, Esquemas de
Circuitos integrados, licencias de uso, Nombres de dominio, Derechos de
Autor, Variedades vegetales, registros agricolas, veterinarios y sanitarios,
certificados de capacidad, renovacion, modificacion, cambio de nombre,
cambio de domicilio, traspaso y ampliacion de los mismos, contestacion
de sancionatorios y presentacion de pruebas dentro de los mismos,
quedando facultados para presentar y retirar Oposiciones, interponer
recursos, solicitar  testimonios, recibir documentos, cancelar costos
legales, probar explotaciones, aceptar transacciones, llegar a acuerdos
marcarios con terceras personas o entidades juridicas, conciliar, desistir,
sustituir, renunciar derechos, presentar acciones de cancelacion por no
uso, por notoriedad y/o genericidad, iniciar tramites pertinentes ante la
Administracion aduanera con el objeto de adoptar las medidas de frontera
tendientes a la proteccion de nuestros derechos de Propiedad Industrial o -
intelectual y sustituir dichos tramites; denunciar y constituirse en victima
dentro de los procesos penales que surjan con ocasién de la violacién de
cualquiera de nuestros derechos de Propiedad Industrial e Intelectual y
sustituir dichos procesos, y atiendan como Apoderados generales todo
asunto referente a Propiedad Industrial e intelectual o asunto pertinente,
ante la SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO,
INVIMA, ICA, DIAN o autoridades competentes en Colombia, pudiendo
sustituir dichos asuntos, y en caso de que el procedimiento debiera pasar
a conocimiento judicial, quedan facultados para actuar en nombre del
poderdante ante los Jueces que sean competentes, en toda clase de
procesos como pueden ser: acciones de nulidad, acciones de nulidad y
restablecimiento del derecho, procesos de prohibicion de uso de marca,

R R R R TR I RAR,

of the right, all other necessary special faculties. nombre o ensefia, competencia desleal, sin que dicha enunciacion sea
limitativa, con poder amplio, pudiendo transar, someter a arbitros,
For that purpose, I kindly request to gran ample powers to our attorneys, sustituir, desistir, interponer recursos y con todas las demds facultades
who shall be able to exercise the functions indepe or collectively. " especiales que fueren necesarias.
The present power of attomey revokes and g other previous
powers of attorney given by the Compgfly in the Jerritory of the Con éste objeto, ruego le confieran personeria suficiente a nuestros
Colombian Republic. Apoderados quienes podrén obrar en forma conjunta g indgpendiente. =
I also approve the actions made 3 r revoca y cancela cuantos podeges se hubleren otorgado %
. . . . 2N
Sincerely, | Cmﬂouno 11 de E é:;g %n con anterioridad a esta fegha en el tqrritorio de la =
| OWW quo osta gopi ; ia. §k;\
ID Card No. 3 sl original conque “‘l?a thco 1o actua o hasta el mot festros apoderddos 2
‘ Atentamente, &
Please, submit to a public dee ubllc nota 286? 6 Bl
Notarial Certlﬁcalep ’P i 1 9 SEP ! X
' he undersigned Notary Public cenlfes that the prece Certificacion NogHrial %z
reading ; E'égﬁﬁ&&"“’ ario Pudlico certifica que la firma que antecede y dice :
signer is attorney of PROTECH PHARMA SA and that hi > es B
to grant this power, and that said Company exXists and is dul m_é ? ica; que el grmanle es Apoderado de PROTECH PHARMA SA E
. accordance with the laws of Argentine Republic. Bogota-t0 para otorgar este poder y que dicha compaiiia existe y X
All the foregoing facts are know to the Notary due & his having esté debidamente organizada de conformidad con las Leyes de la §
examined the respective documents to wich he, the Nota J llly ?@@@a Argentina. )
Granted and signed, at Santa Fe Argentine Repul %w o f u % odos los hechos anteriores le constan por haber examinado los &
adg Junie 200

Notary Pubhc é 5 tthll Yy 2007. VALE. -
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This Power of Attorney should be authenti
Notarial certificate and legalized by Apsotille.
*

documentos respectivos y de todo ello da fe.

Dado y firmado en Santa Fe, Repablica Argentmég/ éqé/ ,2/ .
io/de

Notario Publico.

Testado:19 de junio de 2007.HNoVale.-
antx@_inea3°25 de julio de ?OO\YJVale.-

fo-eo. eI lego Certificpci y
Ia.
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En la ciudad de Santa Fe, a 25 de Julio de 2007

De conformidad con el requerimiento obrante en el Acta niimero 176 ,
Jabrada en la fecha, al folio 178 del Registro de Intervenciones N° 614

del que soy TITULAR , en mi caracter d¢ ESCRIBANO PUBLICO,

en uso de las atribuciones que me confieren las Leyes y Reglamentaciones vigentes.
CERTIFICO

Que la/s firma/s que obra/n en el documento anexo, cuyo/s folio/s firmo y sello, "

ha/n sido puesta/s en la fecha y en mi presencia por RUBEN ROQUE ROMANO,
Documento Nacional de Identidad N°21.426.965,quien comparece en Nombre y Repre-
sentacion de la Sociedad “PROTECH PHARMA S.A.”,CUIT.N°30-70902181-4,do-
miciliada legalmente en calle Lisandro de la Torre N°3142 Planta Baja Departamento 2
de ésta Ciudad de Santa Fe,lo que acredita con la siguiente documentacion:a)Acta Cons-
titutiva de celebrada por instrumento privado en fecha 26 de Mayo de 2004, inscripto en el
Registro Publico de Comercio de 1a Provincia de Santa Fe.bajo el N°718.al F°121 del
L°10 de Estatutos de Sociedades Anénimas el 19 de Noviembre de 2004y b)Carta Poder
de fecha 14 de Junio de 2007.- _—

) Como Notario 7{ gy

comw qu2 osta sopia coincidé con
al conque fyg ésufrontads,

19 SEP 2007

\\\CA G' BA[?,

&
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TITULAR REGISTRO -
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APOETILLA
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D.GR. Res. 857/77
PAGO REPOSICION FISCAL por
DECLARACION JURADA
D.GR. Res. 39/79
Exp. 105.043-C - 79

G
d
&
/F//{}}f)hca Argentina, en virtud de las facultades que le confiere la
P»/,,

obrantes en el documento anexo, presentado en el dia de la fecha.

bajo el nimero 00112362 Serie D.

La presente legalizacién no juzga sobre el contenido y forma del documento. :

SANTA FE, 26 de Julio de 2007

c. bwmo M. LOPEZ

LEgsaHzadOt * C\rcunscnpcnon

Cemo Noterio 71 ds Begotd. bago
oeRstar quo osta sopia coincidd con
ol original conque fud eenfronteds. 7

19 SEP 2007

ERMAN OYUELA COPAUBAN
Notario Setenia y Uno Bneagado
Bogotd-Colombia .
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El presente documento pﬁblico
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(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. PAiS: REPUBLICA ARGENTINA

Ovidio M. Lopez
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2 'Ha sido firmado por .

Legaligzador
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h the laws of Argentine Republic.
ping facts are know to the Notary
espective documents to wich e, the Not?
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ned, at Santa Fe, Argentine ReE)u)?ic on

0:19thJune 20

! __Santa Fe

Z\“) 5.En Santa Fe 6. El dia\ __26‘6&8 julio de _202’( :

| 7 Por 8L __ COLEGIO DE ESCRIBANOS de Santa ?e en Teprescniac
MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES, COMERCIO INTERNAGIQNAT)Y CULTO
(Convenio 02/09/2003) . ‘ ’
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t of right actions, forbidding process for use of trademarks
unlawful competition, without this

S limitative, having an ample power to settle, to submit to
"waive, to present appeals or appeals and re-establishment

to our attorneys,

other previous

}ed Notary Public certifies that the preceding signature
is authentic: that-

ywer, and that said Company exists and is duly organized in

due to his having

W

35%hJuly 2007.VALE,-

£
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Y- INDUSTRIA™Y COMERCIO, T
competentes en Colombia, pudiendo
de que el procedimiento debiera pasar
b Han facultados para actuar en nombre del
‘lbda eces que sean competentes, €n toda clase de
sﬁ&?ﬁ% Zien ser: acciones de nulidad, acciones de nulidad y
Bs@ﬁeﬁ? %o del derecho, procesos de prohibicion de uso de marca,
% enseiia, competencia desleal, sin que dicha enunciacién sea
ativa, con poder amplio, pudiendo transar, someter a arbitros,
sustituir, desistir, interponer recursos y con todas las demas facultades
* especiales que fueren necesarias. .

tively.

Con éste objeto, ruego le confieran personeria suficiente a nuestros
Apoderados quienes podran obrar en forma conjunta g.indgpendiente.

El presente poder revoca y cancela cuantos podeges’se hubleren otorgado
por la Compailia con anterioridad a esta fegha en el tgui
Repiblica de Colombia. ‘
Ratifico lo actuado hasta el motpe

of the

Certificacion Nojdrial: :
El infrascrito Notario Publico certifica que Ia firma que antecede y dice
es

auténtica: que el firmante es Apoderado de PROTECH PHARMA SA,
que tiene facultad para otorgar este poder y que dicha compatfiia existe y
esta debidamente organizada de conformidad con las Leyes de la

a Argentina.
Todos los hechos anteriores le constan por

documentos respectivos y de todo ello da fe.
Dado y firmado en Santa Fe, Repiblica Argentinééﬁéqé/ gg / 710

Notario Publico.
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haber examinado los
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- ASSIGNME

CESION POR E

AGARMENT ™ |

Assignor

. i
(assignor's name) 4

E echa:

addressed at Besmrmeres
(assignor's address)

assign (s) sell (s) and transfer (s) in whole ownership and
dominion to: : ’
Assignee

(assignee's name)

addressed at
(assignee’s address)

all the rights, titles and

interests on the following
industrial property rights: .

(list of patents, trademarks or applications thereof, to be
assigned)

The price of this transfer is the amount of:
(consideration or price of the assignment)

Freely fixed by the parties and already received by the
assignor,

Date and place of execution by Assignor
on the date of:

in the City of:

.C. NG. \
Signature of the Assignor
(Firma del cedehte)

Cedente: RICARDO A(
(nombre del cedente)
C.C. No.

LEGALIZAGION .

domiciliado en
(direccién del cedente)
Camarones 1664, Capital Federal, CP 1416, Argentina

cede (n), vende (n) y transfiere (n) en toda propiedad y
dominio a

Cesionario: PROTECH:-PHARMA S.A.

(nombre del cesionario)

Domiciliado en: SANTA FE — ARGENTINA
(direccion del cesionario)
Lisandro de la Torre 3124, 3000 Santa Fe — Argentina.

todos los derechos, titulos e intereses correspondientes a
los siguientes privilegios de propiedad industrial;

Patente de Invencidn: “UNA MUTEINA RECOMBINANTE DEL
INTERFERON ALFA HUMANO GLICOSILADO, UN GEN QUE CODIFICA
PARA DICHA MUTEINA, UN METODO DE PRODUCCION DE DICHO

GEN, UN METODO PARA OBTENER UNA CELULA EUCARIOTA
PRODUCTORA DE DICHA MUTEINA, UN METODO PARA PRODUCIR

- DICHA MUTEINA, UN PROCEDIMIENTO PAR PURIFICAR DICHA

MUTE;NA, UNA  COMPOSICION FARMACE'UTICA DE DICHA
MUTEINA, EL USO DE DICHA MUTEINA PARA ELABORAR UN
MEDICAMENTO".

Expediente No.:" 07 — 062.159

El precio de esta transferencia es la cantidad de:

Libremente fijado por las partes y ya recibido por la parte
cedente, »

Signature of the Assignee
(Firma del cesionario)

o .
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D 00707 5 7‘7
En la ciudad de Santa Fe, a 25 de Julio

De conformidad con el requerimiento obrante en el Acta niimero 177

labrada en la fecha, al folio 179 del Registro de Intervenciones N° 014

del que soy TITULAR , en mi cardcter de ESCRIBANO PUBLICO,

en uso de las atribuciones que me confieren las Leyes y Reglamentaciones vigentes.
CERTIFICO

Que la/s firma/s que obra/n en el documento anexo, cuyo/s folio/s firmo y sello,

ha/n sido puesta/s en la fecha y en mi presencia por RICARDO AGUSTIN LOPEZ,
Documento Nacional de Identidad N°12.159.274,por una parte;y CARLOS JOSE DU-
PETIT,Documento Nacional de Identidad N°18.214.719,y RUBEN IGNACIO ZUR-
BRIGGEN,Documento Nacional de Identidad N°16.128.080,por la otra,manifestando los
sefiores Carlos José Dupetit y Rubén Ignacio Zurbriggen que comparecen en Nombre y
Representacion de la Sociedad “PROTECH PHARMA S A.” CUIT.N°30-70902181-4,

domiciliada legalmente en calle Lisandro de la Torre N° 3142,Planta Baja,Departamento
2 de ésta Ciudad de Santa Fe lo que acreditan con el Acta Constitutiva celebrada por ins-
trumento privado en fecha 26 de Mayo de 2004, inscripta en el Registro Piblico de Co-
mercio de la Provincia de Santa Fe,bajo el N°718.al F°121 del 1.°10 de Estatutos de Soé
ciedades Af‘?ngmas el 19 de Noviembre de 2004.~ 11938 1
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D
PAGO REPOSICION FISCAL por
DECLARACION JURADA
D.G.R. Res. 39/79
Exp. 105.043-C-79 "

Argentina, en virtud de las facultades que le confiere la :

y Decreto 1612/95, legaliza la firma y el sello del Escribano -
obrantes en el documento anexo, presentado en el dia de la fecha :
bajo el numero 00112360 Serie D.
La presente legalizacion no juzga sobre el contenido y forma del documento. :

SANTA FE, 26 de Juliode 2007

TR T e
R T

Esc. QVIDIO M. LOPEZ

Legalizador 1* Gircunscrpcion
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Pg (Convention de La Haye du 5 octobre 1961) | A 00119726

. PAIS: REPUBLICA ARGENTINA

El presente documento publico

2. Ha sido firmado por __QOvidio M. Lopez

3. Quien actua en calidad de ngali zador

4. Lleva el sello / timbre de . 9olegic de Hsoribanos de la Provincia de
Santa Fe | ' -

5. En Santa Fe 6.Eldia 26 _de Julio de 2007

7.Por _81___ COLEGIO DE ESCRIBANOS 4¢ Santa Fe en representacion del

MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES, COMERCIO INTERNWY CULTO
(Convenio 02/09/2003)




- REPUBLICA ARGENTINA
- PODER EJECUTIVO NACIONAL
: MINISTERIO de ECONOMIA iy PRODUCCIGN
SECRETARIA de INDUSTRIA,  COMERCIO y de jla PEQUERA y MEDIANA EMPRESA.
. INSTITUTO NACIONAL de la PROPIEDAD INDUSTRIAL
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CERTIFICADO DE

DEPGSITO

COPIA OFICIAL CONVENIO DE PARIS - LISBOA 1958 -
ACTAN°P 20060102627

LA ADMINISTRACION NACIONAL DE PATENTES, CERTIFICA QUE CON FECHA
20 DE JUNIO DE 2006 SE PRESENTO A NOMBRE DE PROTECH PHARMA S A.;

CON DOMICILIO LEGAL EN PASAJE MAIPU 3136, SANTA FE, REPUBLICA
ARGENTINA (AR). _

UNA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION RELATIVA A: UNA MUTEINA
RECOMBINANTE DEL INTERFERON ALFA HUMANO GLICOSILADO, UN GEN
QUE CODIFICA PAR ADICHA MUTEINA UN METODO DE PRODUCCION DE

. DICHO GEN, UN METODO PARA OBTENER UNA CELULA EUCARIOTA
PRODUCTORA DE DICHA MUTEINA , UN METODO PARA PRODUCIR DICHA
MUTEINA, UN PROCEDIMIENTO PARA PURIFICAR DICHA MUTEINA, UNA
COMPOSICION FARMACEUTICA DE DICHA MUTEINA, EL USC DE DICHA
MUTEINA PARA ELABORAR UNMEDICAMENTO

CUYA DESCRIPCION Y DIBUJOS ADJUNTOS SON COPIA FIEL DE LA
DOCUMENTACION DEPOSITADA EN EL INSTITUTO NACIONAL DE LA
PROPIEDAD INDUSTRIAL.

SE CERTIFICA QUE LO ANEXADO A CONTINUACION EN 68 FOJAS ES COPIA

FIEL DE LOS REGISTROS DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE PATENTES
DE LA REPUBLICA ARGENTINA DE LOS DOCUMENTOS DE LA SOLICITUD DE

PATENTE DE INVENCION PRECEDENTEMENTE IDENTIFICADA.

A PEDIDO DEL SOLICITANTE, EXPIDO LA PRESENTE CONSTANCIA DE

DEPOSITO EN BUENOS AIRES, REPUBLICA ARGENTINA A LOS 22 DIAS DEL
MES DE MAYO DE 2007. ‘ :

2p. ERUARDO ARIAS
o f’.‘(‘:Miﬂ%ARl(}
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INSTITUTO NACIONAL DE LA PROPIEDAD INDUSTRIAL
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MEMORIA DESCRIPTIVA

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion pertenece al campo de la biologia molecular relvacionada con
el desarrollo de proteinas rétombinantes. En particular estd relacionada con muteinas
recombinantes del interferén alfa humano con propiedades farmacologicas, quimicas y fisicas
mejoradas; procedimientos para obtener dichas isoformas y formulaciones farmacéuticas para
SU uso en mamiferos, en especial para humanos que requieran de tratamienlb lerabéutico con
interferon. Mas particularmente esta invencion esta relacionada con muteinas del interferon
alfa humano, que contienen al menos un aminoacido modificado en una posicion que
pertenece a una estructura secundaria tipo alfa hélice. Dicha modificacion genera al menos
una secuencia del tipo Asn-Xaa-Ser/Thr, introduciendo un sitio susceptible de N-glicbsilaci()n

por glicosilacion del residuo de asparagina en dicha secuencia.

ESTADO DE LA TECNICA

El grupo de citoquinas conocidas como mtexfelones fue caracterizado por primera
vez en 1957, se los llamo¢ interferones (IFNs) por su habilidad de interferir en la replicacion
viral, confiriendo una resistencia a la infeccion desde las células infectadas a células no
infectadas. Los primeros en demostrar esta caracteristica de dichas citoquinas fueron Isaacs y
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 I (IFN-alfa. lFN-béta, IFN-omega) y los interferones tipo

IT (IFN-gamma). Cada uno de estos se expresa en una grg aLL.vaﬂedad de tipos celulares en baja
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concentracion. El IFN-alfa se €Xxpresa principalmente en linfocitos B y macrofagos‘;.@\l,]FN

L

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 Jo denomina interferon tipo 111, esta comprendido por los interferones
lambda 1, 2 Yy 3 (que corresponden a las  Interleuquina-29 (IL-29), 1L-28a y IL-28b.
respectivamente) (Kotenko, S. V. 2003. IFN-lambdas medjate antiviral protection through a
distinct class || cytokine reéeptor complex. Nat. Immuno]. 4:69-77: Sheppard, P. 2003. IL-28,
IL-29 and their class I cytokine receptor IL-28R. Nat. Immunol. 4:63-68). Estos INFs tipo 111
muestran una baja homologia de secuencia con la familia de IFNs a/B pero son activados por
los mismos factores que inducen la expresion de los 1FNs o/B e inhiben Ia replicacion de
diversos v1;1'us incluyendo virus de la estomatitis vesicular (VSV) y el virus de Ia
encefalomiocarditis (EMVC); aparentemente también inhibirfan la replicacion del virus de Ia
hepatitis tipo B y C.

El interferon tipo I alfa pertenece a una familia multigénica compuesta de genes y
pseudogenes, se han identificado maés de 20 variantes. EL interferon alfy 2b contiene 2
enlaces disulfuro en sy estructura y una cadena glicosidica unida por enlace tipo-0, en Ig
posicion Thr 106, Ias modificaciones post-traduccionales necesarjas 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 glicosilacion del tipo N es necesaria |a presencia de sécuencias del tipo Asn-Xéa-Ser/Thr
en la cadena aminoacidica, donde se forma una union N-glicosidica entre el grupo amino del
residuo de asparagina y un grupo OH de] azlcar.

La expresion de interferon tipo I en organismos Vvivos, en altos niveles, es inducida

por la presencia de una infeccion viral, también puede ser inducida Por una gran variedad de

olros agentes no-virales, tales como bacterjasfmigq}glg$111ag‘;lediversos polimeros como ser
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lipopolisacéaridos de la membrana de bacterias gr

sintéticos (Merigan T: Induction of circulating interferon by synthetic anionic plymers of
known composition. Nature 1967. 214: 416-417).

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

La via de seiializacion de los IFNs tipo I se inicia pbr la unién de dicha molécula al
receptor en la superficie celular diana y media la activacion de genes blanco en e nucleo a
través de la via de sefializacion Jak/STAT, existen otras via de activacion de genes
dependientes.de la union IFN-receptor que no dependen de la via de transduccion de se.ﬁales
antes mencionada (A Larner: Interferdn signal transduction. Biotherapy. January 1, 1996; 8
(3-4): 175-81).

El. interferén tipd-l alfa es clinicamente utilizado en el tratamiento de la hepatitis B y
C cronica, encefalitis viral aguda, cénceres lales como carcinoma nasofaringeo, linfoma,
leucemia y melanomas, entie otros,

Una de las principales desventajas que posee el uso del interfern en el tratamiento
de enfermedades es su baja estabilidad cuando se suministra a un organismo vivo, por lo que
€s necesario suministrar cantidades excesivas de interferon para alcanzar niveles terapéuticos
adecuados. Por un lado esto determina que las terapias en las que se utiliza interferon,
particularmente el Interferén alfa. tengan costos elevados y por otro lado que provoquen en
ciertos pacientes la aparicion de efectos secundarios tales como estados similares a la gripe,
con fiebre, fatiga, irritabilidad, escalofrios, cefaleas y dOlO'l_'CS musculares; malestar estomacal,
pérdida del apetito, diarrea, mareos, elc. (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. Volum}g}ﬁ39 Number 21-1493),
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En la actualidad se estan desarrollado nuevas esuateg\és paxa aUmemal la estaBllld?l
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 0,524,570, US 4,179.337. US 5.981.709, US 20060029573, US 5,738,846),
encapsulacion de la proteina (W02005074892), mutagénesis dirigida (US2004/0002474,
W092/01055. US 2005/0019871), etc., con el objeto de Ile'al‘ dosis terapéuticas efectivas
evitando la administracion de cantidades excesivas de la proteina. Ejemplos de estas nuevas
estrategias se detallan en documentos tales como la patente W09/ 3381 (Ajinomoto Kk (Ip);
Takahara Y., et al.), en la que se divulga un método de modificar proteinas bioldgicamente
activas, m'ejorando su actividad in vivo, mediante Ia adicion de ligandos ramificados ‘a
residuos de glutamina presentes en la secuencia primaria de Ia 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 Ia
obtencion de homélogos de interferon con estabilidad mejorada, mediante modificaciones
enzimaticas para alterar e perfil de glicosilacion, estos nuevos homologos actian
esencialmente a nivel del higado y podrian mejorar la accion en ese organo, pero desmejorar
la accién de interferon sobre otras localizaciones. En el documento de patente WO 96/21468
(Amgen Inc; Collins David, et al.) se divulga la obtencién de analogos dél inteferon alfa
recombinante mediante la adicién de ligandos glicosidicos con multiples lactosas conjugados
aresiduos de Arginina o al 1'esiduo amino terminal de Ia ;eCLlellcia primaria del interferén 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 Organos como por
ejemplo en tumores de rifign. En la solicitud de patente US 2004/0180054 (Kim, Young-Min,
vel al.) se divulga la obtencién de un conjugado formado por una proteina (IFN-alfa), un

3, bago ' - .
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vivo de |a profeina. En los documénlos de patente USA} S
20060029573, US 5.738.846, US 0.524,570; los inventores divulé;ﬁ‘};ocesos. composiciones
y usos de interferén alfa conjugado con polietilenglicol para aumentar la estabilidad de]
mismo. Estos métodos implican pasos de purificacion necesarios para eliminar los productos
de reaccién antes de realizar los pasoé 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.

En la solicitud de patenlé WO 2005074892 (Shenzhen Neptunus Interlong BI; Wang
et al.) los inventores describen tna crema conteniendo liposomas de interferon utilizada para
el tratamieﬁto de enfermedades dérmicas causadas por infecciones virales (por ejemplo herpes
zoster). verrugas. tlceras genitales. elc. Este modo de preparacion presenta la desventaja de
tener una aplicacion limitada af tratamiento topico de enfermedades.

La solicitud de patente US 2004/0002474 (Maxygen, Inc.; Heinrichs, Volker, et al.)
donde se reivindica la obtencion de homologos de interferon alfa, mediante modificaciones en
la secuencia génica o aminoacidica. Lp el documento de patente WO 92/01055 (Boehringer
Ingelheim Int; Adolf Guenther, et al.) los inventores divuigan la obtencion de homélogos de
interferon alfa los cuales presentan nuevos sitios de O-glicosilacién. E} producto obtenido
mediante estas estrategias no muestra mejoras en las propiedades farmac‘ocinélicas'respeclo al
interferon-pegilado. |

En la solicitud de patente US 2005/0019871 (Lee, Eun Jung, et al.) se divulga la
obtencidn .de isoformas del interferon 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 formacion de estructuras secundarias, se proponen exclusivamente sitios

fuera de las estructuras alfa-hélices. A gyesm gc obteErtsofornras del interferon recombinante
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humano tipo I 02b con nuevos sitios de N-glicosilacion, no-demygiiran dha mejora en la

al
estabilidad y/o perfil de liberacién en el tiempo, comparable con las isoformas disponibles

comercialmente en la actualidad tales como el interferon-pegilado con un Polietilenglicol de
12000 Dalton (PEG 12000). En esta solicitud se presentan isoformas con solo dos nuevos
sitios de N-glicosilacion en regiones moleculares carentes de estructuras alfa hélice las cuales
constituirian areas de mayor susceptibilidad a la accion de N-glicanasas.

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 biologica
comparabl'e con la que presenta el iﬁterferén—pegi]ado con un Polietilenglicol de 12000 Dalton
(PEG 12000). ademas la obtencién de dicha muteina implica pocos pasos en su proceso de

obtencion y su purificacién es simple, con la cualidad de obtener un producto final de alta

pureza.
OBJETOS DE LA INVENCION

Es un objeto principal de Ia presente invencion proveer una muteina recombinante
del interferon alfa humano, preferentemente del tipo 2b, que presenta al menos un sitio de
glicosilacion, ineferentemente N-glicosilacion, en una povsici(')n de su secuencia aminoacidica
que forma pérte de una estructura secundaria tipo alfa hélice. En una de las realizaciones
preferidas de la presente invencion dicha muteina recombinante del interferon alfa humano 2b
presenta ademds al menos un sitio de N-glicosilacion en una posicion fuera de una estructura
alfa hélice. Donde dichos sitios de N-glicosilacion, preferentemente conformados por una

secuencia consenso del tipo Asn-XarSer. reen-una-posieion de su secuencia aminoacidica

9 Notarlo 71 de Bogo'a, hago
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que forma parte de una estructura secundaria tipo alfa hélice, ocupan pOSﬁi’C]ﬁ{Ql_](iS,_§ﬁ[éCCi

del conjunto comprendido por: Leu9. Argl2. Asn65. Leu6o. Phe67. Lys70, Asp71, Phe84,
Asn93, Glut13, Argl2s, Met148, Ser150, Serl52, Leul53, Asnl56. Mientras que dichos
sitios de N-glicosilacién fuera de estructuras secundarias tipo alfa hélice ocupan las
posiciones geleccionadas del conjunto comprendido por las posiciones del interferén alfa
humano 2b natural Pro4, Thro. Arg23. Leu26. Asnds. Alas0, Asp77. Glyl104, Thrt0e.
Lysl34», GIn1s8, Leul6l.

| Es otro objeto de la bresente 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 €n una estructura alfa hélice. Donde
dicha mutacion sitio dirigida se realiza en los aminodcidos seleccionados del conjunto
comprendido por los aminoécidos Leu9, Arg12, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Leu9s.
Glul13, Argl25, Met148. Ser150, Ser152. Leul53, Asn156. Donde en una realizacion
preferida dicho gen presenta ademas al menos una mutacion sitio dirigida que genera una
secuencia consenso tipo Asn-Xaa-Set/Thr, donde Ja Asn es susceptible de sufrir una union N-
glicosidica con un oligosacarido y esta fuera de una estructura secundaria t.in alfa hélice.
Donde dicho sitio de N-glicosilacion fuera de una estructura secundaria tipo alfa hélice, se
realiza en los aminoscidos seleccionados del conjunto comprendido por Prod, Thr6, Arg23,
Leu26, Phe47, Ala50, Asp77. Gly104, Thr106, Lysi34, GlnlS& Leulol.

Es otré objeto de la presente invencion 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 invencion,

Es otro objeto de la presente invencion proveer un método para obtener una linea

celular eucariota derivada, productora de dicha muteina recombinante del interferdn alfa
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dicho gen que codifica para dicha muteina recombinante del interferén alfa humano de la

invencion. inserto en un vector de expresion adecuando, donde. preferentemente la linea

celular eucariota es la linea celular CHOKI.

Es otro objeto de la presente invencion proveer un método para producir la muteina
recombinante del interferon humano de fa invencion mediante los pasos de: a)- cultivar dicha
linea celular eucariota transformada ¢ transfectada con el vector de expresion que contiene el
gen que codifica para la muteina del interferon humano de la invencion y b)- aisla~r fa muteina
recombinante del interferén alfa humano, expresada y excrétada. del medio de cultivo.

Es otro objeto de la presente invencion proveer un procedimiento para purificar dicha
muteina recombinante del interferon alfa humano de la invencién mediante cromatografia de
inmunoafinidad.

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

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

ey
verrugas genitales, leucemia, infecciones viralgs.«eﬂ'e'gogct-;iasw :
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- Es otro objeto de la presente invencion proveer un métede-pary €l /fratamiento de

I

melanomas, hepatitis C crénica, hepatitis B aguda y crénica. iiepatii‘is-ﬁ‘h‘(v)f)\ no-B aguda y
cronica, 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 composicion farmacéutica que comprende al menos la
muteina recombinante del interferon alfa humano de la invengién y en donde dicha
composicion comprende ademas excipientes farmacolégicamente aceptables.

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

terapéuticas habituales en la terapia con interferon.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: muestra la secuenci;?x nucleotidica y aminoacidica del interferon tipo I alfa
2b natural. La flecha gruesa marca el péptido sefial, las flechas delgadas corresponden a los
oligonucledtidos sintéticos utilizados para la obtencion de un vector de clonado con el gen
que codifica para el interferon tipo I alfa 2b natural, Los residuos de aminoacidos y codones
encuadrados en marco grueso corresponden a los aminodcidos y nucledtidos que fueron
sometidos a mutagénesis sitio dirigida para la obtellci611 de la muteina recombinante del
interferon alfa humano de la invencion que incluye los sitios de N-glicosilacién en las
posiciones Pro4, Arg23, Lys70 y Asp77.

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

extension por solapamiento.
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Figura 3: Ensayo de Western hior. Calles: 1- Marca {
«.:\’,’l_‘
0

rhIFN-a2bM4; 3- ThIFN-0a2bM77: 4- rhIFN-a2bM23: 5-rhIFN-a2bM707%: rhIFN-a2b O-

glicosilado: 7- rhIFN-a2b no glicosilado: 8- rhIFN-a2bM4/23/70/77

Figura 4: N-desglicosilacion enzimatica de las variantes mutadas de hIFN-u2b
(hIFN-a2bM23, hIFN-02bM47. hIFN-02bM70, hIFN-0¢2bM?95)

FFigura 5: variacion porcentual de Ja N-glicosilacion en funcion del tiempo expresada
como porcentaje de la misma con respecto .a la cantidad presente al inicio del procedimiento
de desglicosilacion enzimatica

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

Figura 7: Perfil temporal de la variacion de la actividad bioldgica de IFN presente en
cada muestra luego de la inoculacién subcutdnea de las variantes rhiFN o2b wild type, thIFN
02bM23 y thIFN a2bM70.

Figura 8: Perfil temporal de la variacion porcentual de la actividad biolégica
remanente en cada muestra con respecto a las unidaﬁdes de actividad biologica de IFN
suministrada a cada rata por vi’a endovenosa para las variantes thIFN-02b no glicosilado,
rhIFN-02bM77, thIFN-a2b-PEG (12kDa) y rhIFN-a2bM4/23/70/77.

| Figura 9: Perfil temporal de la variacion de la actividad biolégica de IFN pres_el.ﬂe en

cada muestra luego de la inoculacion subcutanea de‘_l_ajﬁ%ucs rthIFN-a2b no glicosilado.




DESCRIPCION DETALLADA

Se definen a continuacion algunos términos utilizados en esta descripcion con el
objeto de facilitar la cabal comprension de la invencién:

“Interferdn alfa humano 2b natural” (hIFN-02b), se refiere a la citoquina presente en
la naturaleza, sin haber sido sometida a ningin tipo de modificacion artificial.

“Sustitucion de un aminodcido™. se refiere al cambio de un aminoacido presente en la
secuencia primaria del hIFN-o2b por otro aminqécido.

“Muteina recombinarte del interferén alfa humano de la invencion”, se refiere a
aquellas 1ﬁoléculas recombinantes del interferdn alfa humano, preferentemente alfa 2b, con al
menos un sitio de glicosilacidn, preferentemente N-glicosilacion, en una posivci(')n 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 interferon alfa natural,

“Sitio de N-glicosilacion”, hace referencia al tripéptido Asn-Xaa-Ser/Thr, donde X
puede ser cualquier residuo exeepto un residuo de Prolina. La “posicion” del “sitio de N-
glicosilacion™ esta indicada por la posicion que ocupa el residuo de aminodcido en la
secuencia aminoacidica del interferén 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 tj po-N.

La glicosilacién de ciertas proteihas eucariotas tiene lugar en determinadas
posiciones del esqueleto polipeptidico, cominmente existen dos tipos de glicosilacion. La
glicosilacién tipo-O que involucra la union de un oligosacarido a un grupo ~OH de un residuo

CI

de Serina o Treonina, y la glicosilacior (et PO-N, ‘hlil‘ié mvc)lﬁ&ﬁ;a 1a union de un oligosacarido
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a un grupo -NH de un residuo de Asparagina. Particularmente, | rlaciéy /tlpo ‘N tlehe"-“
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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
1651duos de N-acetilglucosamina. Los azucares unidos a este nticleo pentasacarido pueden
adquirir una gran variedad de patrones de oligosacaridos. La presencia o ausencia de dichos
oligosacdridos afecta las propiedades fisicas de las proteinas y puede ser critico en la funcion,
estabilidad, secrecién y localizacion de las mismas en la célula.

La presente invencion esta relacionada con la produccion de una muteina del
interferon alfa humano que presenta al menos una sustitucion de un aminodcido en la
secuencia del.interferén alfa humano natural en una posicién 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 interferon alfa humano de la invencion con al menos un sitio de N-
glicosilacion en una posicién que fo.rma parte de una estructura secundaria alfa hélice es
aquella obtenida de la sustitucion de un aminbécido en la posicion Lys70 por un residuo de
Asn (Lys70Asn), de esta manera se genera la secuencia consenso Asn-Xaa-Ser/Thr, donde el
residuo de asparagina estd formando parte de una estructura secundaria alfa hélice y es
susceptible de sufiir 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-Ser/Thr. donde el residuo de asparagina en la posicién 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 interferén una mayor estabilidad




Dichos sitios de N-glicosilacién, generados mediante SU§N
que forma parte de una estructura secundaria tipo alfa hélice son seleééi(;;;ados del conjunto
comprendido por llas posiciones Leu9. Argl2, Asn65. Leu66. Phe67, Lys70, Asp71. Phe84,
Asn93. Glul13, Argl25s. Met]48. Serl50, Ser152, LeulS3. Asnl56.

Una de las realizaciones preferidas de la presente invencién €S una muteina
rccombinante del interferon alfa humano que presenta al menos una sustitucion de un
aminoacido en una posici(')n que forma parte de una estructura secundaria alfa hélice y ademas
al menos una sustitucion en un aminoécido 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-glicosilacion en posiciones fuera de
estructuras élfa hélice son seleccionados del conjunto comprendido por las posiciones Prod,
Thr6, Arg23, Leu26, Asnd5, Ala50, Asp77, .(’}lle4. Thr106, Lys134, GIn158, Leul61.

En una realizacion préferida. la muteina recombinante del interfer.(')n alfa humano de
la invencion presenta en su secueﬁcia aminoacidica un sitio de N-glicosilacion en una
posicion que forma parte de estructuras alfa hélice, donde la posicion del sitio de glicosilacion
es seleccionado del conftmto comprendido por las posiciones Leu9, Argl2, Asn65, Leu66,
Phe67. Lys70, Asp71, Phe84, Asn93, Glui13, Argl25, Met148, Serl50, Serl52, Leul53,
Asnl156. Més preferentemente atin en la posicion seleccionada del conjunto comprendido por
las posiciones Lys70, Asn93. Glul 13. Mas preferentemente atn en la posicion Lys70.

En otra realizacién preferida de |a presente il]VCliCi()l] la muteina recombinante del
interferén alfa humano de Ia invencion tiene dos sitios de N-glicosilacion, donde dichos sitios
son seleccionados del conjunto comprendido por las posiciones Leu9. Argl2, Asn65. Leu6o6,
Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Asn93, Glul13. Argl25, Met148, Ser150, Serl52, Leul53,
Asnl56, Prod, Thro, Arg23, Leu26, Asnd5, Alaso0, Asp77, Gly104, Thr106, Lysl34.. GInl158,

Leul61. Mas preferentemente aln, dicha muteina presents
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posicion Lys70 y ademas un sitio de N-glicosilacion en una‘p’(’Jszecmonada del
conjunto comprendido por las posiciones Prod, Arg23 y Asp77.

Preferentemente, la ml.ueina recombinante de! interferén alfa humano de la invencion
tiene tres sitios de N-glicosilacion seleccionados del conjunto comprendido por las posiciones
Leu9, Argl2, Asn6S, Leu66, Phe67. Lys70, Asp71. Phe84, Asn93, Glul13, Argl25, Met148,
Ser150, Ser152, Leul53, Asnl156, Pro4. Thro, Arg23. Asnds, Leu26. Ala50, Asp77, Gly104,
Thr106, Lys134, GIn158. Leul6l. Preferentemente, la muteina lecombmanle del interferén
alfa humano de la invencion con tres sitios de N-glicosilacion presenta un sitio de N-
glicosilacion en la posicion Lys70 y dos sitios de N-glicosilacion seleccionados del conjunto
comprendido por las posiciones Pro4, Arg23 y Asp77.

.Més preferenteme.nte, la muteina recombinante del interferon alfa humano de la
invenpién €s una muteina con cuatro sitjos de N-glicosilacion seleccionados del conjunto
comprendido por las posiciones Leu9, Argl2. Asn65, Leu66. Phe67. Lys70, Asp71, Phe84,
Asn93, Glul13, Argl25. Metl48, Ser150, Ser152, Leul53, Asnl56, Pro4, Thro, Arg23,
LeuZ6, Asn45,  Alaso0, ASp77, Glyl104, Thr]O6, Lys134, GIn158. Leul6]l. Mas
preferentemente atn dichos sitios son Prod, Arg23, Lys70 y Asp77.

En otra realizacion preferida, la muteina recombinante del interferon alfa humano de
la invencién presenta S sitios de N-glicosilacion seleccionados del conjunto de posiciones
Leu9. Argl2, Asn65. Leu66. Phe67, Lys70. Asp71, Phe84. Avsn93, Glul13, Argl25, Met148,
Ser150, Ser152, Leul53, Asnl56. Prod, Thro. Arg23. Leu26. AsndS, Alas0, Asp77, Gly104,
Thr106, Lys134, GIn158, Leul61. Mas preferentemente atn dichos sitios son seleccionados
del conjunto comprendido por las posiciones Prod. Arg23, Lys70. Asp77. Asn93, Glul13.

Para obtener la muteina recombinante del interferon aifa humano de la invencion con

sitios susceptibles de N—glicoqllacnon se llevaron a cabo-dos’ csllategas posibles:
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1)- localizar todas las serinas y/o treoninas en la secucncra\émmoacldlca (ﬁél hll“N-

a2b y cambiar el aminoacido que ocupa la primera posicion de |a secuencia conéenso por una
asparagina,

2)- otra estrategia es la de ubicar todas las asparaginas presentes en la secuencia del
hIFN-a2b y sustituir el aminodcido en la tercera POsicion por una serina o treonjna,

Las modificaciones realizadas en la secuencia aminoacidica del interferon alfa
humano natural para obtenel la muteina recombinante de I j Invencion son el resultado de Ja
modificacion genética del gen que codifica para el interferon alfa humano 2b natural. Donde
dichas modiﬁcacione; genéticas son introducidas de manera tal que genera la secuencia
consenso Asn-Xaa-Ser/Thr en la secuencia aminoacidica del interferon alfa humano, donde el

'

residuo de Asn es susceptible de sufrir N-glicosilacion.

El gen que codifica para Ia muteina recombinante' del interferén alfa humano de la
invencion, objeto de esta solicitud de patente, comprende al menos una modificacion genética
en un codon del gen que codifica para el interferén alfa humano natural, de manera tal que
dicha modificacion genera la secuencia consenso Asn-Xaa-Ser/Thr en una posicion que forma
parte de una estructura secundaria alfa hélice. generéandose asi un sitio de N-glicosilacion en
una posicion que forma parte de una estructura secundaria tipo alfa hélice. Preferentemente,
dicha modiﬁcacic’m en la secuencia nucleotidica se realiza en al menos una posicion
seleccionada del conjunto comprendido por las posiciones Leu9, Argl2, Leu66, Phe67, Lys70,
Asp71, Phe84, Leu9s, Glul13, Argl25, Met148, Seg'150i, SerlS2, Leul53, GIn158.

En una de las realizaciones preferidas de la presente invencion dicho gen que
codifica para la muteina recombinante del interferén alfa humano de la i invencion, ademads
presenta al- menos una modificacion genética en un codén del gen que codifica para el
interferon alfa humano natural, de manera tal que dicha modificgcion genera la secuencia

consenso Asn-Xaa-Ser/Thr en una posic secundaria alfa héljce,




S

tipo alfa hélice. Dichas mod.iﬁcaciones en posiciones fuera de esll'uclt;;;zl.é"Sgé{;;;clarias tipo alfa
hélice se efectian en posiciones que se seleccionan del conjunto comprendido por las
posiciones Pro4, Thr6, Arg23. Leu26, Phed7, Ala50, Asp77, Gly104, Thr106, Lys134,
GInl58, Leul6l.

En una realizacion preferida de la presente invencion. dicho gen tiene una Gnica
modificacion en su secuencia nucleotidica y sc realiza cn el codén que codifica para los
aminodcidos seleccionados del conjunto comprendido por Leu9, Argi2, Leu66, Phe67, Lys70,
Asp7l. Phe84, Leu9s, Glul13, Argl25, Metl48, Serl50, Ser152. Leul53. Ginls8. Mas
prefererlltemente en el codon que codifica para el aminoécido de la posicion Lys70.

En otra realizacion preferida, el gen que codifica para la muteina recombinante del
interferon alfa humano de la presente invencion presenta dos modificaciones en su secuencia
nucleotidica de manera tal que se generan dos sitios de N-glicosilacion, dichas modificaciones
involucran los codones que codifican para los aminoacidos seleccionados del conjunto
comprendido por Leu9, Arg12, Leu66, Phe67. Lys?O. Asp71., Phe84, Leu9s, Glul13, Arg125,
Met148, Ser150, Ser152, Leul53. GIn158, Pro4. Thio. Arg23, Leu26, Phed7, Ala50, Asp77,.
Gly104, Thr106, Lys134. Leul61. Mas preferentemente las modificaciones en su secuencia
nucleotidica se presentan en el codon que codifica para Lys70 y en el codon que codifica para
uno de los aminoécidos seleccionados del conjunto comprendido por Pro4, Arg23 y Asp77.

En otra realizacion preferida de esta invencﬁn, el gen que codifica a Ja 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 aminoécidos seleccionados del conjunto
comprendido por Leu9, Arg!2, Leu66, Phe67. Lys70, Asp71, Phe84, Leu9s, Glul13, Argl25,

Met148, Ser150, Serl152, Leul53, Ginl58. Pro4. Thro6, Arg23, Leu26, Phed7, AlaS0, Asp77,

- negs ‘
=7 de B"g‘o&?@ cont

4 '
rio co\ﬂ:mﬁw

secundbnig, p



18

m‘“\
o } v

Gly104, Thr106. Lys134, Leul6!. Mas preferentemente las mochﬁuluoncs én ju secuencia

, ¢

nucleotidica se presentan en e codon que codifica para Lys70 y en dos codones que codifican
para los aminodcidos seleccionados del conjunto comprendido por Prod, Arg23 y Asp77.

En otra realizacion mas preferida de esta invencién, el gen que codifica a la muteina
recombinante de la presente invencion presenta cuatro modificaciones en su secuencia
nucleotidica de manera tal que genefan cuatro sitios de N-glicosilacion. dichas modificaciones
involucran los codones que codifican para los aminoacidos seleccionados del conjunto
comprendido por Leu9, Argl2, Leu66, Phe67. Lys70. Asp71. Phe84, Leu9s. Glul13, Argl25,
Met148, Ser150, Serl152. Leul53, GIn158. Pro4. Thr6, Arg23, Leu26, Phed7, Ala5s0, Asp77,
Gly104, Thr106, Lys134, Leul61. Mas plefenentemente las modificaciones en su secuencia
nucleotldlca involucran a los codones que codifican para Prod, Arg23, Lys70 y Asp77.

En otra realizacion preferida. el gen que codifica la muteina recombinante del
interferon alfa humano de Ia invencion presenta cinco modificaciones en su secuencia
nucleotidica en los codones que codifican para los aminogcidos seleccionados del conjunto
comprendido por Leu9. Argl2, Leu66. Phe67. Lys70, Asp71. Phe84. Leu9s. Glul13, Argl2s,
Met148, Ser150, Ser 152, LeulS? GInl58. Prod4, Thro, Arg23, Leu26, Phe47, AIaSO; Asp77,
Gly104, Thrl06, Lys134, Leul6]l. Mas preferentemente aun, en los aminoacidos
seleccionados del conjunto comprendido por Prod, Arg23, Lys70, Asp77, Leu95 y Glul 13,

Ademds, la presente invencion provee un método para generar dichos sitios
susceptibles de N-glicosilacién. Dicho método implica ia generacion de mutaciones puntuales
en la secuencia nucleotidica del gen que codifica para el interferon alfa humano natural,

mediante la técnica de mutagénesis sitio dirigida en dicho gen. Dicho método implica los

'~ siguientes pasos:

a)- Clonar el gen que codifica para el interferon alfa humano 2b natural en un
zﬂ"”

plasmido adecuado.
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b)- Generar las mutaciones necesarias para producir la mutemadel iﬁterferén alfa
humano de la invencion mediante la técﬁica de mutagénesis sitio dirigi:di‘l-y.v

¢)- 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 insercion del gen de la invencion y que ademds presentan los elementos necesarios para la
expresion del gen de interés en células cucariotas. Dicho vector pucde ser el vector deA
expresion pCl-neo.

La técnica de mutagénesis sitio dirigida de la invencion 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
oligonucledtidos que hibridan en los extremos del fragmento clonado en el vector pCl-neo
(oligonucledtidos denominados IFNalfaF e IFNalfaR, Tabla 1) y oligonucledtidos portando la
mutacion puntual Tabla IT (mur o 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 reaccion
utilizando el oligonucledtido externo en sentido reverso (IFNalfaR) y el oligonucledtido mur a
en sentido directo. En el tubo b se realiza otra mezcla de reaccion con el oligonucledtido
externo en sentido directo y el oligonucledtido mur 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 etap‘a. En esta segunda etapa se realiza una
segunda reaccion de PCR empleando los oligonucledtidos externos en sentido directo y
reverso. Los tres primeros ciclos se realizan sin agregado de cebadores para permitir la
hibridizacion y elongacion del producto completo (fill iﬁ) y finalmente estos Gltimos son

agregados para lograr su amplificacion.
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Para la obtencién de una muteina recombinante delmtexfclonalfa humano de la
invencion con mas de un sitio de N-glicosilacion se procede de Illéll](;.l;;lA sceuencial 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-glicosilacién.

El método para la obtencién de una linea celular eucariota derivada productora de la
muteina recombinante del interferén alfa humano de la invencién, mas particularmente una
linea celular CHO.K 1. transfectada ¢ transformada con un plasmido de expresion, pCl-neo, el
cual presenta dicho gen que codifica para la muteina recombinante del interferén alfa humano
de la invencion, implica los siguientes pasos:

I- 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 invencion, 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 de] interferon
alfa humano de la invencion 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.invencion, de purificacion de la‘ muteina

recombinante del interferén alfa humano de la invencion, implica la obtencion de anticuerpos

Lhoe-d ‘gégg anticuerpos monoclonales en
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cromatografia de inmunoafinidad.

El interferén alfa puede ser expresado en bacterias, levaduras ¢ células de insectos de
acuerdo a procedimientos bien conocidos en el arte. En todos estos casos el interferc’m
recombinante no estara glicosilado o poseera un grado de glicosilacion menor y distinto al
interferon glicosilado producido en células animales. En estos casos se puede glicosilar ¢
remodelar las cadenas de azicares "in vifro". Para ello existen numerosos protocolos
descriptos con gran detalle en las siguientes patentes o solicitudes de patentes: WO0303 1464,
W09425615, WO92i6640. US20030040037.  US20030003529, US20020137134,
US20020019342, U820030124645._US2002016()460. USZOO2OI42370, US20020119516.

| En una de las realizaciones preferidas de la presente invencion se provee un método
para producir la muteina del interferén 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 polipéptido de la muteina
recombinante del interferon alfa humano de‘la invencion; c)-cultivar dicho clon en un medio
de cultivo adecuado, d)-purificar, e)- glicosilar “in vinro™ el polipéptido de la muteina del
interferon alfa humano expresado por el clon del paso c¢); y N-purificar la muteina del
interferén alfa humano de la invencion,

Se analizaron perfiles de glicosilacion de dive‘rsas muteinas recombinantes del hIFN-
aZb: muteinas con un sitio de glicosilacion fuera de estructura secundaria alfa hélice; la
muteina recombinante del interferon 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 tnico

soph 3comcidm?ﬁ
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y N-,0- gllcosdadas siendo la proporcion de cada una de ellés v‘anable dé acuerdo con la
mutante analizada. En el caso particular de la muteina CUyo gen presenta una mulacion
puntual en el ¢odén que codifica para el aminocido de la posicion Lys70 de manera de
generar un sitio de N-glicosilacion en estructura alfa hélice, thIFN-02bM?70, se observe una
mayor masa molecular con respecto a las muteinas en las que se incorpord un unico sitio
susceptible de N-glicosilacion fuera de estructuras tipo alfa hélice. Dicha muteina,
rhIFN-a2bM70, corresponde a una molécula que exhibe un mayor contenido de estructuras
gllCOSldlcas 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 glicosilacion en Ia posicion Asn93, también perteneciente a una
estructura secundaria tipo alfa hélice (ver ejemplo 7).

La muteina recombinante del interferén alfa humano de a invencion en la forma de
realizacion preferida correspondiente a cuatro sitios de N-glicosilacién en posiciones Pro4,
Arg23, Lys70 y Asp717, rhIF’N-a2bM4/M23/M70/M77. presenta un perfil de glicosilacion
homogéneo con un alto grado de glicosilacion, tal como se observa en la figura 3. Ademas se
observa en la misma figura que esta muteina rhIFN-aZbM4/M23/M70/M77_ presenta un bajo
contenido dé la isoforma O-glicosilada y de aquéllas correspondientes a un bajo grado de
glicosilacion. Es decir que se observa una mayor concentracion de muteinas con elevado
grado de ocupacién en un rango de masas moleculares comprendido entre 21 y 45 kDa, maés
particularmente entre 30 y 45 kDa.

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

thIFN-02b conocidas en e] estado del arte. La creacién de la muteina recombinante del

aoth, heg?

interferon alfa humano de Ja invencion, en Jﬂgff:; udac“&m cuatro sitios de N-




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 adicion de polimeros sintéticos.

Los resultados obtenidos de la 1nedici6n de la actividad biolégica en funcion del
tiempo muestran que la muteina recombinante del interferon alfa humano de la invencion, en
particular la correspondiente a la muteina con un nuevo sitio de N-glicosilacion 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 (thIFN-a2bM23). Esto indica la
importancia de seleccionar sitios de N-glicosilacion en estructuras tipo alfa l1élice.

La muteina recombinante del interferon alfa humano de la invencion presenta
propiedades farmacocinéticas. fisicas Y quimicas mejoradas respecto a las isoformas
conocidas en el estado del arte obtenidas mediante cultivos celulares.

Una formulaciéon farmacéutica de la muteina recombinante del interferon alfa
humano de la invencion, otro objeto de la presente invencion, para la administracion y
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. 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, parenteravl, oral, sublingual, intranasal o
aplicacion topica. Dicha formulacion, en una preparacion preferida de solucion, presenta
concentraciones de 0.02mg/ml a 3mg/ml de masa de proteina en solucién. Dichas

formulaciones en solucién que comprenden el interferon de la presente mvencmn ademas

’-'—"""'"'-.H—-
comprenden un buffer, un estabilizador, un cuopl técton Yot mmsolvcnte Como buffers,son
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utiles aquellos que mantengan el pH entre 45y

preferentemente 6.8. Entre los buffers utilizados se mencnonéﬁ " citr;lo/écido citrico,
acetato/acido acético; fosfato dibésico/monobasico, preferentemente  fosfato
dibasico/monobasico €n concentracion molar entre 0,005 a 0,1 molar. Como estabilizadores
preferidos son utiles Jos .derivados del p(;li(oxi-l,2— etanedil), entre €stos, mas
preferentemente e mono-9-octadecenoato poli (0xi-1.2-etanedil), Polysorbato 80, que puede
utilizarse en un rango de concentraciones de 0.01 a I mg/ml. Como crioprolectores son ttiles
carbohidratos tales como Sacarosa o manifol. agentes tensoacl‘ivos tales como glicerol,
dimetilsulfoxido ¢ Tween. Prefer¢ntemente el crioprotector es un carbohidrato, mas
preferentemente la sacarosa en un rango de concentraciones que va desde 20 a 100 mg/mj.

La presente invencion tiene como otro objeto el uso de la muteina recombinante del
interferdn alfa humano de la invencion para la elaboracion de un medicamento para ser usado
€n un protocolo terapéutico que permite reducir las dosis lérapéu(icas del IFN alfa 2b. Puede
ser administrado como monoterapia o en forma de terapia combinada con ribavirina; como
monolerapia por via subcutinea en dosis de 0.1 microgramos/kg a 2.0 microgramos/kg del
paciente por semana, Més  preferentemente  en dosis 0,5 microgramos/kg  a 1,0
microgramos/kg del paciente por semana. En ef caso de terapia combinada se administra una
dosis de 0,5 a 3,0 microgramos/kg por semana de la muteina de |a invencion en combinacion
con ribavirina en capsulas. Mas preferentemente en dosis de 1.0a20 microgramos/kg por
semana de la muteina de la invencion en combinacion cén ribavirina en capsulas,

Para una mejor comprension de la presente invencion 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 real izaciones,

et e e ".

modificaciones y equivalentes de Ia misma que [udEg;e teorser 17

[aeind
sURAIAl Q10 o#td as nirs.tad
: nQUS 18 AANUTS

el originsl oo

19 SEP 2007

gy

YUBLA CORAT AN
ERNCI’AN Cz‘m y Uno Bpsatgede
° Bogouw-Celombie g




‘ . (,/\’c.}‘,.—- 4;.‘\\
* S ~o, N 3 P
"/\‘// ) ‘2'\,'({ %, g 3
) Y -\ ! fﬂé’ N AP
sugertr a aquellos entendidos en el tema sin apartarse del es kﬂ&de la presg{u‘:tymvcncnon y/o
alcance de las reivindicaciones anexas. N P

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Aislamiento del gen del IFN-02b humano a partir de ADN genomico
de leucocitos

El gen del hIFN-a2b se obtuvo mediante una reaccion de amplificacion por PCR,
utilizando como molde ADN gendmico obtenido a partir de leucocitos de sangre periférica
humana (Sambrook y col., 1989). Para la reaccion de PCR se emplearon oligonucleétidos
especificos que hibridan en ambos extremos de la secuencia codificante del hIFN-02b,

denominados IFNalfaF e IFNalfaR, los cuales se indican en la Tabla 1.

TABLA I:  Oligonucleotidos empleados para la construccion de plasmidos

conteniendo el thIFN-u2b wild fype

. Y Secuencia nucleotidida
Oligonucleétido
5 TAACGAATTCACATCTACAATGGCCTTGAC 3
IFNalfaF T EeoRl _
5’ ATAGTCTAGAGTCTTTGAAATGGCAGATCA 3
IFNalfaR W

El fragmento de 673 pb obtenido fue clonado en el plasmido comercial pGEM® T
Easy Vector (Promega) siguiendo el protocolo descripto por el fabricante. La secuenciacion
de esta construccion, denominada PGEM-rhIFN-02bwr, confirmé la identidad del fragmento

clonado, observandose un 100% de homologia con la secuencia publicada en el Banco de

Genes (Gen Bank) para el hIFN-02b. En la Fig. | se_ohserva=fr Seguencia nucleotidica
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correspondiente al ADNc del hIFN-02b y la secuencia a|11|11MC1ch&go1le§p0ndlente ala

proteina codificada por el mismo.

Ejemplo 2: Seleccion de los aminodcidos a modificar en el gen del rhIFN-a2b
para obtener nuevos sitios de N-glicosilacion |

Con el objetivo de seleccionar los aminoécidos a mutar de manera de crear en forma
artificial sitios de N-glicosilacién, se decidié en primera instancia llevar a cabo el menor
numero posible de cambios en la secuencia de aminoacidos del.hIFN-a2b natural. De esta

forma y recordando la secuencia consenso buscada (Asn-Xaa-Ser/Thr). se analizaron dos

estrategias:

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

2- Ubicacion de todas las asparaginas presentes en la secuencia del hIFN-a2b natural

(primera posicion de la secuencia consenso) y mutacion del aminoacido en la tercera posicion

por una serina o treonina.

Una vez identificados dichos aminodcidos, se procedio a estudiar los sitios de
glicosilacion resultantes de las correspondientes mutaciones teniendo en cuenta dos aspectos
basicos: elevada probabilidad de glicosilacion y conservacion de la actividad biologica de la
proteina.

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

a- Area superficial accesible al solvente (ASA %) del aminoacido ubicado en la
primera posicion de la secuencia consenso (Asn u otro aminodcido mutado por Asn). Este

estudio proporcioné informacion con respecto al grado de c.x-pesmégmlperfual del
Como Noteri® 78 dtf:m B com“-
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irfa la cadena de

aminodcido presente en |a estructura de
oligosacdridos. Este parélﬁetro se calculd utilizando el proé'rélma' informatico ASAview
(Ahmed, S., Gromiha, M., Fawereh, H., Sorci. A, BMC Bioinformatics, 2004, 5:51;
http://www.netas&org/asaview/).

b- Probabilidad de glicosilacion teniendo en cuenta la informacion presente en bases
de datos de glicoproteinas conocidas, Este pardmetro se determiné empleando el programa
NetNGlyc 1.0 Server (www.cbs.dlu.dk/serviccs/NelNGlyc/) creado por el Centro de Analisis
de Secuencias Bioldgicas (CBS. Universidad Técnica de Dinamarca).

Por otro lado, se analizaron las mutaciones seleccionadas desde e] punto de vista de
evitar una pérdida de la actividad bioldgica de la proteina. Este aspecto se estudio teniendo en

'

cuenta dos caracteristicas:

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

obteniéndose formas biolégicamente inactivas del hIFN-a2b.

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

Los sitios posibles de ser sometidos a mutagenesis sitio dirigida para obtener una
secuencia consenso Asn-Xaa-Ser/Thr son: Leu9, Arg12; Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84,
Leu95, Glul13, Argl25, Met148. Serl50, Serl52. Leul53, GIni58 en estructuras secundariag
tipo alfa hélice y Prod. Thr6, Arg23, Leu26, Phed?7, Ala50, Asp77. Gly104, Thr106, Lys134,
GInl58. Leul61 fuera de estructuras secundarias tipo alfa héljce.

De los sitios posibles de ser sometidos a mutagénesis sitio dirigida para obtener una

secuencia consenso Asn-Xaa-Ser/Thr, fueron seleccionados lMﬂj“OéCidQSC’I’I'() 4, Arg23,
“-’;-N:u:rfv 71 de Eeroth, h:c;.ru .
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Lys70 y Asp77 (se muestran en la figura 1) para obtener con tlucuonm ,@é}lhII‘N a2b

aiedaseen

N N~

mutadas por Asn en las posiciones aminoacidicas mdlcadas Lstos s:l‘ng%elcccnonddos

satisficicron las pruebas y andlisis mencionados anteriormente.

Ejemplo 3: Mutagénesis sitio dirigida y clonado de los genes mutados en
veetores de expresion para células cucariotas

El procedimiento de mutagénesis sitiq-dirigida para la introduccion de sitios dé N-
glicosilacion en el gen del‘vthN—a2b se realizd mediante técnica de PCR en su variante
extension por solapamiento, la cual consistio  basicamente en 2 reacciones de PCR
consecutivas. La descripcion de la técnica empleada se resume en la Fig. 2. Ambas etapas de
PCR se llevalon a cabo en termociclador, durante 30 ciclos compuestos por las siguientes
etapas: desnaturalizacion a 94° C durante I minuto, hibridizacién a 60° C durante 30 segundos
y elongacion a 72° C durante 1 minuto,

Los oligonuclestidos empleados para llevar a cabo las mutaciones puntuales
seleccionadas se describen en |a Tabla I1. De esta manera. se obtuvo la secuencia nucleotidica
couespondlenle a cuatlo variantes mutadas del h1FN-¢2b donde se incorporé un tnico sitio de
N-glicosilacién, denominadas rhIFN-a2bM4, rhIFN- a2bM23, rhIFN-02bM70 y rhIFN-
02bM77, en las cuales los codones correspondientesa los aminoacidos Pro4, Arg23, Lys70 y
Asp77 fueron sustituidos por un codon que codifica para una Asn, respectivamente,

Los fragmentos de ADN obtenidos fueron digeridos con las enzimas de restriccion
EcoRl y Xbal y clonados en el vector de expresion pCl-neo, obteniéndose las construcciones
denominadas pCl-neo-rhIFN- 02bM4, pCl-neo-rhIFN-o2 2bM23, pCI -neo-rhIFN-a2bM70 y

pCl-neo-rhIFN-a2bM77.

Tabla II: Oligonucledtidos empleados para la construccion de plasmidos

conteniendo las diferentes variantes Jlicosiladqs,u -
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Oligonucleétido Secuencia nucleotidica
Mutd4a 5 GGGCTGTGATC’TGA*&I‘C/\AACCCACAGCCT 3
Mutdb 5 AGGCTGTGGGTTTGAHCAGATCACAGCCC 3
Mut23a 15 GGCAC/A\_QATGAGGAA_IATC']‘CTCTTTTCTC 3
Mu23b_ |5’ GA_QAAAA?/_\FZ\EATMTC(‘:TCA'rCTGTGcg 3
_Mut70a ‘ET‘”I‘C'I‘TCKG@TCXA‘AE_ACI‘CA'WETGT"H‘GG 3y
Mut70b 5 CCAAGCAGCAGATGAGTCATTTGTGCTGAAGAG 3’
Mut77a 5 C/-\'I‘CTGCTGCT'I‘GGAATGAGACCCTCCTAGACA 3’

Mut77b 5 'I‘GTCTAGGAGGGTCTCATICCAAGCAGCAGATG 3
_m\____\%_‘_‘_m

— S

Para la obtencién de la mutante de rhIFN-a2b con cuatro sitios de N-glicosilacion,
denominada pCI-neo-rhlFN—aZbM4/23/70/77._ ¢ procedio a adicionar un sitio de N-
glicosilacién en forma secuencial empleando la técnica de mutagénesis sitio dirigida
previaménte descripta. De esta manera, se construyd una mutante con dos sitios de N-
glicosilacion, utilizando como molde una molécula conteniendo un sitio de N-glicosilacion.
Posteriormente se construyo una vafianle con tres sitios de N-glicosilacion empleando como
templado la molécula que contenia dos sitios de N-glicosilacién. Finalmente se obtuvo la
mutante con los cuatro sitios de N-glicosilacion, realizando la reaccion de mutagénesis sobre
la molécula que contenia tres sitios de N-glicosilacién. En cada paso se realizo »el clonado de
cada variante en el vector de expresion pCl-neo.

Todas las construcciones de ADN conteniendo las diferentes variantes N-glicosiladas

del rhIFN-a2b fueron secuenciadas, lo que permitié verificar el €xito de las mutaciones

realizadas.

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

alfa humano en células CHO.K1 (Chinese Hamster Ovary)
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Con el objeto de evaluar la integridad del geni‘--goll\'"l_?'e_;ﬁwé/ /
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interferon alfa humano, su expresion, el grado de glico‘silac‘.ic')li'de' Ta 'cildquina y la actividad
especifica de cada variante se llevaron a cabo procedimientos de transfeccion de células
CHO.K1 mediante técnica de lipofeccion con los plasmidos pCl-neo-rhIFN-a2bM4, pCl neo-
rhIFN-02bM23, pCi—neo—rlﬂFN—a2bM70. pCl-neo-rhIFN-02bM77 y  pCl-neo-rhlFN-
02bM4/M23/M70/M77.

Para ello, se sembraron 3.10° células.ml”’ CHO.KI1 por pozo de una placa de 6
cavidades utilizando medio de cultivo para células de mamifero (MC) preparado a partir de
uné mezcla 1:1 (V:V) dé los n_l’edios D-MEM y Ham's F1?2 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 111M, acido aspartico 0,3 mM. serina 0.76 mM y sulfato de gentamicina 50 pg/ml. Dichd
medio fue adicionalmente suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 5% (V/V). Al dia
siguiente, se retir6 el sobrmmdante de los cultivos y la cap‘d celular fue lavada empleando el
medio MC. Simulténeamenfe, se prepararon diferentes mezclas conteniendo 10 ng-de lipido
cationico (Lipofect AMINE®™ 2000. Invitrogen) y 6 g 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. Posteriormev_nte, la solucién de lavado fue
retiradva de cada cavidad procediéndose al agregado de las diferentes soluciones contenjendo
los liposomas las cuales fueron incubadas durante 4 horas. Transcurrido el tiempo de |
incubacion se elimind el sobrenadante de cultivo, adicionandose medio de “cultivo
suplementado con SFB.al 5 %(V/V). Luego de 72 ltloras de incubacién, el sobrenadante de
cultivo fue cosechado con el fin de evaluar la expresion de las variantes del rhIFN-u2b

glicositado.

La evaluacion de la expresion y grado de glicosilacion de las difereptes isoformas se
. . L . : AT e Bog Sl Y
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Ejemplo 5: Cuantificacion de lthN 02b mediante técnica de ELISA sandwich

Placas de poliestireno de fondo plano de 96 cavidades fueron sensibilizadas con 100
ul de una.soluci(')n de 1 pg.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 adicionar_on 100 pl de diluciones sucesivas al medio de rhIFN-a2b no
glicosilado (proteina estandar) desde 25 ng.ml™ hasta 0,39 ng.ml" empleando solucion de
PBS. BS‘A 0,1 %(P/V). Tween 20 0.05 % (V/V) (solucion diluyente), incubéndése durante 1
hora a 37°C. Luego de los lavados correspondientes, se adicionaron 100 pl de una solu-ci(’m de
anticuerpos policlonales de conejo anti-rhIFN-02b diluidos 1:2.000 con solucién diluyente.
Las placas se incubaron durante | hora a 37°C. Finalmente, se agregaron 100 ul de
anticuerpos de cabra anti-inmunoglobulinas de conejo conjugados con la enzima peroxidasa
diluidos 1:1.000 con solucion diluyente, incubdndose durante 1 hora a 37°C. Luego de lavar
las placas, el revelado de las mismas se llevo a cabo empleando como sustrato agua oxigenada
0,12 volimenes diluida en golucién de citrato fosfato 5'0 mM, pH 5.3 con el agregado de o-
fenilendiamina en una concentracion de 3 mg.ml”'. Se adicionaron 100 ul de Ja solucion de
r'evelado a cada cavidad y las placas se incubaron en oscuridad a temperatura ambiente. Luego
de incubar las placas durante 15 minutos se determing la absorbancia de la soluéién 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 expresion de rhIFN-a2b lecombmante para todas las S var mntes_,anahzad'ls Iug oé"’o de 72 horas
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Ejemplo 6: Identificacion de las variantes de rhIFN-¢2b mcdﬂiavntc técnica de
Western Blot

En primera instancia, se llevé a cabo el procedimiento de electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia del reactivo dodecilsulfato de socio (SDS-PAGE) y un agente
reductor de enlaces disulfuro - siguiendo esencialmente ¢l método descripto por Laemmli
(1970). Para ello, las muestras fueron tratadas con soluciéon de Tris-HC] 0,65 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 lel gel de apilamiento. cuya concentracion de monomero/ramificante
(acrilamida/bisacrilamida) fue del 5 % (P/V). EI gel de separacion fue polimerizado con una
concentracion de acrilamida/bisacrilamida del 15 % (P/V). La corrida se Hevé a cabo a voltaje
constante (200 mV) hasta que el frente de corrida alcanzo 0.5 cm del borde inferior del gel de
separacion. Luego de la electroforesis, se realizé Ia transferencia de las proteinas a una
membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad). Se utilizo un protocolo estandar de ti'ansferencia de
proteinas empleando Tris 25 mM. glicina 192 mM, metanol 20 % (V/V). pH 8.3 como
solucion de transferencia. La transferencia se llevé 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 solucion de Rojo Ponceau al 0,25 % (P/V) en acido
acético glacial 15 % (V/V) y metanol 40 % (V/IV). Pésteriormente, el colorante se eluyé por
lavados sucesivos con solucién salina de Tris (IBS) 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 solucion de anticuerpos policlonales de conejo anti-rhIFN-
02b 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
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cabra anti-inmunoglobulinas de conejo conjugados con la enznmz\&pe
N/

en solucion diluyente. Todas las incubaciones fueron llevadas a cabo""lﬂg,llauon durante |

hora a temperatura ambiente. Finalmente, se procedio al revelado de‘la membrana mediante
reaccion de quimioluminiscencia empleando el kit comercial ECL Plus Western Bloltm{,
Reagent (GE Healthcare). La emision de luminiscencia fue detectada mediante exposicién de
la membrana a peliculas fotogréficas durante un periodo de tiempo variable. El revelado de Ia
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 [FNa de diferente masa molecular, correspondientes a fracciones no
ghcosnladas O-glicosiladas y N,0-glicosiladas, siendo la proporcién de cada una de ellas
variable de acuerdo con la mutante analizada. En el caso particular de |a muteina rhIFN-
02bM70, se observé la expresion de muteinas de mayor masa molecular con respecto a las
restantes muteinas que incorporaron un unico sitio susceptible de N-glicosilacion. Dichas
isoformas corresponderian a moléculas que exhiben un mayor contenido de estructuras
glicosidicas. Con respecto a la muteina rhIFN-a2bM4/M23/M70/M77. se observé un grado de
glicosilacion variable con desaparicion de la isoforma O-glicosilada y disminucion de Ia
proporcion de aquellas correspondicntes a un bajo grado de ocupacion. Por otro lado, se
observé 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 tnico sitio o 4 sitios susceptibles de N-
glicosilacion) se confirmo la presencia de oligosacéridos unidos por enlaces tipo N mediante
tratamiento de N-desglicosilacion 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, conﬁlmando la plLSCHCIa de cadenas
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Ejemplo 7: Evaluacién de la estabilidad las variantes N-glicosiladas del hIFN-
a2b en las posicion'es Arg23, Asnd5, Lys70 y Asn93, en presencia de la enzima PNGasa ¥
(N-glicanasa) |

Las diferentes moléculas de hIFN-a2b. individualmente mutadas en las posiciones
aminoacidicas Arg23, Leud?7. Lys70 y Leu95, de manera de obtener sitios de glicosilacién en
las posiciones Arg23, Asnds, Lys70 y Asn93. fueron analizadas desde el punto de vista de su
estabilidad en presencia de la enzima PNGasa F responsable de la liberacion de oligosacaridos
unidos p;)x' enlace N-glicosidico. Para ello, 350 pl 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 reaccién de desglicosilacion fue inhibida a diferentes intervalos de
tiempo (30, 60, 90, 120, 150, 180 y 300 minutos) tomando una alicuota de 45 pl de dicha
mezcla e incubdndola con 15 ul de solucion de Tris-HCl 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 durante §
minutos a 100°C. Al finalizar la reaccion 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 reacci(')nl de quimioluminiscencia se estim¢ el
porcentaje de isoformas N.O-glicosiladas, O-glicosiladas y no glicosiladas presentes en las
muestras mediante densitometria Yy posterior valoracion porcentual de las mismas'empleando
el software comercial ImageMaster TotalLab V1.11 (GE Healthcare. Suecia).

En Ja Fig. 4 se resumen los resultados de desglicosilacion  enzimatica

correspondientes a las 4 variantes mutadas de hIFN-02b. La mutante IFN-¢2bM?23 demostro
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completa eliminaciéon del enlace N-glicosidico luego de 150 minyfes,.
enzima, mientras que la mutante [FN-02bM47 redujo su grado de N-g T en un 50 %
fuego de los 30 minutos de tratamiento enzimatico. Por otro lado. las mutantes IFN-02bM70 y
IFN-a2bM95 conservaron aproximadamente un 40 % de las variantes N,0-glicosilada al final
del experimento, con respecto al total de formas de IFN presentes en cada muestra.

En la Fig. 5 se observa la varjacion porcentual de N-glicosilacion en funcién del
tiempo expresada como ﬁo:’cenlajc 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 lFN—aQbM()S que‘conservaron una elevada
proporcién 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 conexion de dos estructuras o-hélices y
la posicion aminoacidica Phed7 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 Arg70 y Leu9s, en cambio, forman parte de una o-hélice. Este tipo de estructura
conferiria a ambos sitios méyor resistencia y como consecuencia superior estabilidad a la
accion de N-glicanasas.

1

Ejemplo 8: Evaluacion de la actividad biologica antiviral in vitro de Ias

variantes mutadas de rhIFN-o2b

La actividad biologica de las diferentes variantes del hIFN-02b 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 Ja Estomatitis
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Vesicular (VSV), cepa Indiana (ATCC VR-158). Para ello ,

cavidades fueron sembrados con 100 pl de una suspension celular de 250.000 cél.aml™!
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).

La actividad biologica de las diferentes muteinas fue determinada mediante medicién
del efecto antiviral de las mismas sobre cultivos de c€lulas MDBK (Madin-Dar by Bovme
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.m]” empleando medio de cultivo MEM
suplemeﬁtado 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 COy al 5% saturada de humedad. Al
dia siguiente, se eliming el sobrenadante de cultivo y se agregaron 1‘00 ul de sucesivas
diluciones al medio de rhIFN-02b no gliéosilado (estdndar) desde 20 U.m!™" hasta 0.156 U.m}"
"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 rétiré el sobrenadantc y las placas se lavaron mediante cf empleo
de medio de ensayo. Finalmente. se agregaron 100 ;Ll de una suspenéi()n del virus VSV
preparado en medio de ensayo. Se trabajé con aquella dilucién viral capaz de generar al cabo
de 20-24 horas una accion citopdtica del 100 %. Las placas se mcubalon 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 aproxin‘._ada del 100 % en aquellas cavidades controles en ausencia de

Rkt

IFN, se eliminé el sobrenadante de cultivo por inversion de_las—place e Y ese procedio al
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%':‘. n
revelado de las mismas empleando 50 pl de solucion de cije

metanol 40 %(V/V). Las placas se incubaron a 37°C durante 15 minutos. Se eliming cl
colorante y las placas fueron lavadas con agua deslilada hasta verificar la ausencia de
colorante en los lavados. iLuego de escurrir las placas, se adicionaron 250 pl de solucion de
acido acético al 20 %(V/V). Las placas fueron homogeneizadas hasta observar una coloracién
uniforme en cada cavidad. determinandose finalmente la absorbancia del colorante por
mediciones espectrofotométricas a A=540 nm.

Se determiné el parametro actividad biologica especifica (ABE) de cada molécula
(Tabla I1T). Las mutantes rhIFN-a2bM4. rhIFN-a2bM23 y rhIFN-02bM77 exhibieron niveles
variables de actividad especifica en un rango comprendido entre 160 y 290 U.ng”. De esta
manera, la incorporacion de mutaciones en Ja secuencia proteica y/o la presencia de cadenas
hidrocarbonadas de tipo N- no alteraron significativamente Ja actividad de dichas variantes al
comparar con la actividad biologica especifica del fhITFN-a2b no-glicosilada (cntrc( 150 y
Ung™). En el caso de Ia muteina rhIFN-a2bM70 se evidencio un descenso del mencionado
parametro en un 48%. Sin embargo, considerando la conservacion de Ia actividad biolégica
especifica de las variantes IFN-02bM4, IFN-02bM23 e IFN-02bM77 y el superior grado de
glicosilacion de la muteina rlﬂFN-aZbM70. se obtuvo la correspondiente muteina portadora
de los mencionados 4 sitios susceptibles de N-glicosilacion. Al evaluar sy actividad biolégica
especifica (26 U.ng™"), se observg un descenso del 87% con respecto a la molécula no-
glicosilada.

Tabla HI: Evaluacion de diferentes muteinas glicosiladas de rhIFN-a2b
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Variante de ConcentracionN ="  ABE
thIFN-a2b (ng.ml™") (U.ng")

IFN-a2bM4 186 265

lFN—a2bM2_3 143 287

IFN-a2bM70 221 105

IFN-02bM77 153 164
IFN-02bM4/23/70/77 109 206 |

Ejemplo 9: Obtencién de lineas celulares estables productoras de rhiFN-¢2b
mutado

Péra la obtencion de lineas celulares estables productoras de rhIFN-a2b N-
glicosilado, células CHO.K1 fueron transfectadas en forma transitoria con las diferentes
construcciones siguiendo. esencialmente. las etapas descritas en el ejemplo 4. Posteriormente,
los cultivos fueron sometidos a presion de seleccién con el antibiotico Neomicina (200 pug.ml™y |

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 h’neas productoras (CHO pCl-neo-rhIFN-a2bM4, CHO pCl-
neo-rhIFN-a2bM23, CHO pCl-neo-rhIFN-a2bM70, CHO pCl-neo-rhIFN-02bM77 y CHO
pCI-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 |a Tabla 1V se detallan los clones seleccionados y su
productividad especifica en fase estacionaria. En la misma, se remarcan los clones de cada
linea celular que demostraron mayor productividad. los cuales fueron empleados para la fése
de produccion de cada variante de rhIFN-a2b mutado.
Tabla [V: Clonado de las lineas productoras y evaluacion de la productividad

especifica de los clones obtenidos _ el =
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r Linea Clon Ploﬁ?gtllggadlgﬁCIfca
m41A6 20,52
CHO pCl-neo-IFN-a2bM4 :Eﬁ?g i;g; —
m42G5 16,40
CHO pCl-neo-IFN-a2bM23 ::3;]111;27 ?(6)},6,;3
m701E3 42,55
CHO pCl-neo-IFN-02bM70 m70282 6.67
m771A6 36.95
m771C6 76,29
CHO pCl-neo-IFN-02bM77 :::;gg; ‘;71;;
m772E7 4433
m772G8$ 36,30
L1AS 19.16
L1BS 21,26
L2AS 11,55
L2C8 39,72
3D2F5 46,50
3D2C8 12,28
, 3D2G8 6,65
7D1H6 16,86
CHO pCl-neo-IFN-02bM4/23/7077 DIF7 9.92
7D2113 5,91
TD2AS 6,99
7D2117 5.46
7D2F38 2.32
TDTHG 16,86
TDIF7 9,92
7D2H3 5,91

Ejemplo 10: Produccién de rhIFN-¢2b mutado mediante el cultivo de los clones
seleccionados en condiciones de adherencia

En primera instancia, se determing la productividad especifica de rhIEN-o2b durante
las diferentes fases del cultivo celular, exhibiendo los clones evaluados, una mayor

productividad especifica de la citoquina durante la fase estacionaria del cultivo.
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el medio de cultivo, con el objeto de disminuir el contenido proteico de los sobraﬂadames y

facilitar la posterior purificacion de la variante del rhIFN-a2b. 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 medlo de
cultivo heeco conteniendo diferentes concentraciones de suero: 5%, 1%, 0,5% y 0,1% (V/IV).
Luego de 24 horas de cultivo, se observé una drastica caida de la productividad especiﬂca:al
pasar de una concentraciéon de SFB del 5% al 1% (V/V). Sin embargo, la productividad
especifica empleando concentraciones de SFB al 1% y 0,5% (V/V) fue similar,
seleccionz’mdgse esta ultima concentracion de suero para llevar a cabo la produccién. De esta
manera, se logré disminuir diez veces el contenido proteico de las muestras a purificar.

Por dltimo, se realizo una experiencia para determinar el nimero de récalﬁbios de
medio de cultivo y el intervalo de tiempo Optimo entre los mismés 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 enconltré 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.

En todas las experiencias anteriormente mencionadas, se evalud la calidad de las
proteinas producidas demostrandose que, independienlemeﬁte de las condiciones ensayadas,
se conservo la actividad bioldgica especifica y el perfil de isoformas de masa molecular de las
diferentes moléculas.

De esta manera, se procedié a la produccion de las diferentes variantes del rhIFN-
02b empleando frascos de cultivos de 500 cm?® de superficie. Para ello, se sembraron

aproximadamente 2.10° cél.m]"' empleando medio de cultivo MC suplementado con SFB al
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5% (V/V). Cuando el cultivo alcanzé la fase estacionaria de
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recambios secuenciales cada 48 y 72 horas empleando medio d
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con SFB al 0,5% (V/V). El sobrenadante de cultivo fue centrifugado a 3.000 r.p.m durante 10

minutos y conservado a -20°C para la posterior purificacion de Ja variante correspondiente.

Ejemplo 11: Purificacion del muteina recombinante del interferén alfa humano

de la invencién a partir de sobrenadantes de cultivo

La purificacion de las diferentes variantes mutadas del rhIFN-02b se realizo
empleando el método de cromatografia de inmunoafinidad, utilizando como ligando el mAb
seleccionado lcomo énticuerpo de captura para la (écnica de ELISA sandwich.

En primera instancia, se realizo la produccién in vivo de] mAb en liquido ascitico,
empleando un lote de 10 ratones BALB/c hembras de 2 meses de edad. Para ello, se realizé Ia
inoculacion intraperitonial de 0.5 ml de &cido 2, 6, 10. l4-tetrametildecanoico (Pristane®,
Sigma) a cada ratén y luego de 10 dias se realizé Ia 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 puncién de la region intraperitoneal con aguja de 1,2 mm de diametro, a partir
de la primera semana posterior a la inoculacion de hibridomas. La concentracién de
inmunoglobulinas murinas en el fluido ascitico se determing mediante técnica de ELISA
sandwich.

La purificacion del mAb se realizo por cromatografia de afinidad empleando una
colum'na de protein‘a A Sepharose High Trap de 5 ml (GE Healthcare), siguiendo la técnica
descripta por Harlow y Lane (1998). La concentracién de inmunoglolmlina pura fue calculada

mediante lectura espectrofotométrica a 280 nm utilizando un coeficiente de extincion
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porcentual ( £,7 ) de 12,5. Multiplicando 10 x (E )" por la IE&N a-de._

obtiene la concentracion de mAb expresada en mg.ml’, e

El ligando de afinidad ﬁxe acoplado a una matriz de Sepharose 4B activada con
bromuro de ciandgeno siguiendo el protocolo estandar (GE Healthcare). El porcentaje de
acoplamiento del mAb a Ia resina fue de un 98.3% y la capacidad tedrica de la matriz fue de
186 pg de rhIFN-a2b no glicosilado por ml de gel. |

El protocolo de purificacion de. las muteinas del rhiFN-a2b con un sitio de N-
glicosilacion y con cuatro sitios de N-glicosilacion se describe a continuacion. EJ
sobrenadante de cultivo qQue contenia la citoquina fue acondicionado mediante el agregado de
Tritdn X-]()Of hasta alcanzar una concentracion de 0,3% (V/V). La muestra acondicionada se
aplicd a la columna previamente equilibrada con solucjon de Tris 0,1 M, Triton X-100 0,3%
(V/IV) (pH 7.5) a un flujo de 0.5 ml.min™. Posteriormente, se lavo con 5 vollimenes de
columna empleando cada una de las siguientes soluciones:

I-solucion de NaCl 0.5 M. Triton X-100 0.2% (VIV)en Tris 0.025 M (pH 7.5).

2-solucién de NaCl 0,15 M en agua (pH. 5,0).

La elucion del rhIFN-a2b fue evaluada empleando tres soluciones diferentes:

I- solucion de NaCl 0.15 M en acido acético 0.2 M (pH 3,0)

2- solucién 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 solucion de Tris 1 M (pH 9.0). La matriz se conservé en solucion de azida 0,02
% (PIV) en Tris 0.025 M (pH 7.5),

La presencia del rhIFN-02b fue evaluada en todas las fracciones mediante técnica de
ELISA sandwich, obteniendo un mayor porcentaje de recuperacion (en un rango comprendido
entre el 95% y 100 %) mediante el empleo de la solucion de glicina 0.1 M (pH 2.0).
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La eficiencia de purificacion se estudig mediante la téenica _SPS-PAGE en

IR e/

condiciones reductoras con posterior tincion argéntica y ensayos de Western bhlor ( Figura 6).
El porcentaje de pureza, estimado por densitometria de bandas, fue del 85 %. Ademas, los
ens.'ayos de Western 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 cultjvo.

Ejemplo 12- Evaluacién de los parametros farmacocinéticos de las variantes con
un tunico sitio de N-glicosilacion denominadas rhIFN-a2bM23 vy rhIFN-¢2bM70 en
animales de experimentacién empleando la via de inoculacién subcutinea

Se évaluaron las propiedades farmacocinéticas de las variantes con un sitio
susceptible de N-glicosilacion fuera de regiones a-hélice (thIFN-a2bM23) y formando parte
de una a-hélice (rhIFN-aZbM70). empleando la via de inoculacion subcutinea. Para tal fin,
ratas. Wistar hembras, de dos meses de edad. con un peso promedio de 200 g fueron
inoculadas con las mencionadas variantes de [FN empleando una dosis tnica de 5 x 105
U.Kg'I de peso corporal del animal. Posteriormente, a diferentes tiempos post inyeccién se
recolectaron muestras de sangre mediante puncion de la vena retroorbital empleando capilares
hepariniz_ados y se determiné la presencia de la citoquina cuantificando su actividad biologica
volumétrica. Con los datos obtenidos se grafico actividad bioldgica de cada muestra en
ﬁméién del tiexﬁpo (Fig. 7). El mismo experimento se llevo a cabo empleando la molécula de
IFN wild type (thIF N-a2bwt).

El célculo del 4rea debajo de las curvas (AUC) de actividad biologica en
funcién del tiempo correspondiente a |a variante glicosilada thIFN-02bM70 demostré un

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

.30’1”5‘,( Cy
:?%?igiga\ conty
1 9 SE? ; e
| B{UMﬁ oYU S \f\ /8 E |
Sm ey 8 ‘
: : U

Notasi® Bos"""’csf'?j—' :




S

5

44

Ejemplo 13: Evaluacién de parametros f'lrmau)unetl tes

variantes de rhIFN-a2b en animalcs de experimentaciéon

13-a)- Via de inoculacién endovenosa

Con el propésito de evaluar Ia influencia de la porcién glicosidica sobre los
parametros farmacocinéticos de las variantes glicosiladas de rhIFN-02b se selecciond la
variante thIFN-02bM77 (representante de las moléculas con un nico de sitio suscepuble de
N-glicosilacion fuera de una estr uctma alfa-hélice) y Ia muleina thIFN-02bM4/23/70/77. Los
estudios se realizaron en comparacion con la molécﬁla de rhIFN-02b producida en bacterias
(no-glicosilada) y la version conjugada covalentemente con una molécula de polietilenglicol
(PEG) de ]é 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 inica de 52,6 pmol de cada variante de IFN por animal empleando, en primera instancia,
la via de administracion endovenosa (vena de la cola). En dicho ensayo, se utilizaron lotes de
4 animales por cada variante estudiada. Posteriormente, a diferentes tiempos post-inyeccion se
recolectaron muestras de sangre mediante puncion de la vena retroorbital empleando capilares
heparinizados. A partir de las mismas, se determing la presencia de la citoquina cuantificando
su actividad bioldgica volumétrica (AB) mediante el ensayo de valoracion de la actividad
bioldgica in vitro anteriormente mencionado. Con los datos obtenidos se calcyld el porcentaje
de actividad biologica remanente en cada muestra con x'esf;ecto a las unidades de actividad
biolégica de IFN suministrada a cada rata y se‘graﬁcé dicho porcentaje en funcién del tiempo
transcurrido desde su inoculacion (Fig.8).

El comportamiento de las diferentes moléculas se ajusto adecuadamente a un modelo
bicompartimental, el cual se rige por la siguiente ecuacién:

C — A e -t/tl + B e -2
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son parametros de la fase inicial que reflejan la distribucién de la proteina a los fluidos

extravasculares del organismo, mientras que B y {2 son parametros que caracterizan la fase

terminal de eliminacion del farmaco.
De esta manera, se realizé un ajuste de regresion para todas las curvas obtenidas,
determinandose los parémetros farmacocinéticos que se detallan en la T abla V.

Tabla V. Evaluacién de parametros farmacocinéticos de las diferentes variantes de

rhIFN-a2b.
, Variante tl (minuto) t2 (minuto) ;’:;;ZZZZ (mlmin”)
rhIFN-02b noglicosilado 2,3+0,1 14,1+ 2.8 3,21
rhIFN-a2b M77 2,4+0,2 62,0 £ 0,7 2,33
rhIFN-02b M4/23/70/77 4,7+0,3 1258 + 16,4 0,36
thIFN-a2b-PEG (1 2kDa) 43+1,0 59,6 £ 6,0 0,37

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 rthIFN-02b no-glicosilado e thIFN-02bM77 es similar

entre si resultando inferior con respecto al calculado para las variantes rh]FN-

a2bM4/23/70/77 y rhIFN-a2b-PEG. Por otro lado, el tiempo de vida media correspondiente a

la fase de eliminacion fue superior para la variante de 1'hIFN:(12bM4/23/70/77.

Teniendo en cuenta las variantes no glicosiladas y glicosiladas de IFN, se observé un
descenso del clearance plasmatico a medida que se increments el contenido de hidratos de
carbono. En el caso particular de la variante rh.IFN-a2bM4/23/70/77, se visualizd una
reduccién en dicho pardmetro €n una magnitud de 9 veces con respecto a la molécula de

thIFN-a2b no modificada. Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en el

M v -2
07 fosod, BREe
Com serio 71 62 bok_,.n.‘:,(m c;n
e esta cOTia SOBSH o
mm:leconq\;c fud eonired
. kd
ol




46

”’Q?

hIFN-&2b
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caleulo del clearance plasmatico correspondiente a las moléculas }

y thIFN-a2b-PEG,

12 b)-Via de inoculacién subcutdnea

Adicionalmente, se evaluaron las propiedades farmacocinéticas de Ia muteina con
cuatro sitios susceptibles de N-glicosilacion (IFN-(12bM4/23/70/77) empleando la via de
ihoculacion 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 [FN empleando una
dosis tnica de 5 x 10° UKg"' de peso corporal del animal. Simultaneamente, se inocularon
animales con idéntica dosis de rthIFN-a2b no glicosilado ¢ rhIFN-02b-PEG  12kDa.
Posteriormenfe, a diferentes tiempos post inyeccion se recolectaron muestras de sangre
mediante puncion de la vena retroorbital empleando capilares heparinizados. A partirvde las
mismas. se determing la presencia de la citoquina cuantificando su actividad biologica
volumétrica mediante el ensayo de valoracion de la actividad biol(')gicavin vitro anteriormente
menciohado. Con los datos obtenidos se graficd actividad biolégica de cada muestra en
funcion del tiempo (Fig. 9).

El calculo del drea debajo de las curvas (AUC) de actividad biologica en funcion del
tiempo correspondiente a la variante N-glicosilada rhIFN-a2bM4/23/70/77 demostrd un
incremento en una magnitud de 37 veces con respecto a la variante no glicosilada de Ia
citoquina. Simultaneamente, la citoquina glicosilada alcanzkﬁ una concentracion maxima de
actividad  biologica a partic de la primera hora post-inyeccion manteniéndose
aproximadamente constante durante 10 horas. Dicha concentracién maxima fue superior a la
alcanzada por la variante no glicosilada, la cual se evidencié como un pico de concentracion
luego de 30 minutos posteriores a la inoculacion de la misma. Finalmente, los niveles de
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‘Ser150, Ser152, Leul53, Asnl56.
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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 |a practica, se declara reivindicar
como de propiedad y derecho exclusivo;

I. Una muteina recombinante del interferén alfa humano con al menos un sitio de
glicosilacion en una posicién de su secuencia aminoécidica Caracterizada porque dicha
posicién forma parte de una estructura secundaria tipo alfa hélice.

2. La muteina recombinante del interferon alfa humano de la reivindicacion 1
caracterizada porque dicho sitio de glicosilacién es un sitio de N-glicosilacion.

3. La muteina recombinante del interferon alfa humano de acuerdo con la
reivindicacion 2 caracterizada porque dicho sitio de N-glicosilacién se encuentra en una
secuencia consenso de glicosilacion,

4. La muteina recombinante del interferon alfa humano de acuerdo con la
reivindicacién 3 caracterizada porque dicha secuencia consenso es la secuencia Asn-Xaa-
Ser/Thr.

5. La muteina recombinante del interferon alfa humano de cualquiera de las
reivindicaciones anteriores caracterizada porque dicho interferon alfa humano es del tipo 2b.'

6. La muteina recombinante del interferéon alfa humano de acuerdo con las
reivindicaciones 1 a 5 caracterizada porque dicha posicién que forma parte de una estructura
secundaria tipo alfa hélice es seleccionada del conjunto de posiciones comprendido por Leu9,

Argl2, Asn65, Leu66, Phe67, Lys70, Asp7l, Phe84, Asn93, Glul13, Argl2s, Met148,
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7. Lamuteina recombinante del interferon alfa hial
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de las reivindicaciones anteriores caracterizada porque ademas posee al menos un sitio de

glicosilacion en una posicién fuera de una estructura tipo alfa hélice.

8. La muteina recombinante del interferon alfa humano de acuerdo con la
reivindicacion 7 caracterizada porque dicho sitio de glicosilacidn en una posicion fuera de una
estructura secundaria tipo alfa hélice es seleccionada del conjunto comprendido por las
posiciones Prod, Thr6, Arg23, Leu26, Asnd5, Alaso0, Asp77, Glyl104, Thr106, Lysl34,
GInl58, Leul6l..

9. La muteina recombinante del interferon alfa humano de cualquiera de las
reivindicacionqs anteriores caracterizada porque comprende un sitio de N-glicosilacidn.

10. La muteina recombinante d¢l interferén alfa humano de acuerdo con la
reivindicacion 9 caracterizada porque dicho sitio de N-glicosilacion es seleccionado del
conjunto comprendido por las posiciones Leu9, Argl2, Asn65, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71,
Phe84, Asn93, Glul 13, Argl25, Met148. Ser150, Ser152, Leul53, Asnl56.

1. La muteina recombinante del interferon alfa humano de acuerdo con la
reivindicacion 9 caracterizada porque dicho sitio de N-glicosilaciéon es seleccionado del
conjunto comprendido por las posiciones Lys70, Asn93 y Glul13.

12. La muteina recombinante del interferéon alfa humano de acuerdo con la
reivindicacion 9 caracterizada porque dicho sitio de N-glicosilacion es la posicion Lys70.

13. La muteina recombinante del interferén alf\a humano de acuerdo con las
reivindicaciones 1 a 8 caracterizada porque comprende dos sitios de N-glicosilacion.

14. La; muteina recombinante del interferon alfa humano de acuerdo con la

reivindicacion 13 caracterizada porque dichos sitios de N-glicosilacion son seleccionados del

conjunto comprendido por las posiciones Leu9, Argl2, Asn65, Leu66, Phe67, Lys70, Asp7i,
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Arg23, Leu26, Asnd5, Ala50, Asp77, Gly104, Thr106, Lys134, GIn158, Leul6l.
15. La muteina recombinante del interferon alfa humano de acuerdo con la
reivindicacion 13 caracterizada porque posee un sitio de N-glicosilacion en la posicion Lys70
y un sitio de N-glicosilacién en una posicién fuera de una estructura secundaria tipo alfa
hél.ice seleccionado del conjunto comprendido por las posiciones Prod, Arg23 y Asp77.

16. La muteina recombinante del interferén alfa humano de acuerdo con las
reivindicaciones 1 a § caracterizada porque comprende tres sitios de N-glicosilacion.

I7. La muteina recombinante del interferén alfa humano de acuerdo con la
reivindicacion ‘16 caracterizada porque dichos sitios de N-glicosilacion son seleccionados del
conjunto complrendido por las posiciones Leu9, Argl2, Asn6S, Leu66, Phe67, Lys70, AspT7l,
Phe84, Asn93, Glull13, Argl25, Metl48, Serl50, Serl52, Leul53, Asnlso, Pro4, Thro,
Arg23, Leu26, Asnds, Ala50, Asp77, Gly104, Thr106. Lys134, GIn158, Leul6l.

18. La muteina recombinante del interferén alfa humano de acuerdo con la

s
‘reivindicacion 17 caracterizada porque posee un sitio de N-glicosilacién en la posicion Lys70
y dos sitio de glicosilacion seleccionados del conjunto comprendido por las posiciones Pro4,
Arg23 y Asp77.

19. La muteina recombinante del interferén alfa humano de acuerdo con las
reivindicaciones 1 a 8 caracterizada porque comprende cuatro sitios de N-glicosilacion.

20. La muteina recombinante del interferdn alfa humano de acuerdo con la
reivindicacion 19 caracterizada porque dichos sitios de N-glicosilacion son seleccionados del
conjunto comprendido por las posiciones Leu9, Argl2, Asn65, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71,

Phe84, Asn93, Glul13, Argl25, Metl48, Serl50, Serl52, Leul53, Asnlse, Prod, Thr6,

Arg23, Leu26, Asn45, Ala50, Asp77, Gly104, Thr106, Lys134, GIn158, Leul61
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21. La muteina 1ecombmante del interferén alfa hl}{{i’a con la

reivindicacion 19 caracterizada porque dichos sitios de N- gllcosﬂa(,r(;i‘lm olucmn las
posiciones Pro4, Arg23, Lys70 y Asp77.

22. La muteina recombinante del interferon alfa humano de acuerdo con las
reivindicaciones 1 a 8 caracterizada porque comprende cinco sitios de N-glicosilacion.

23. La muteina recombinante del interferén alfa humano de acuerdo con la
reivindicacidn 22 caracterizada porque dichos sitios de N-glicosilacién son seleccmnados del
conjunto comprendido por las posmlones Leu9, Argl2, Asn6S, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71,
Phe84, Asn93, Glull3, Argl25, Met148, Ser150, Serl152, LeulS3, Asnl56, Pro4, Thré,
Arg23, Leu26, Asn45, Ala50, Asp77, ny] 04, Thr106, Lys134, GIn158, Leul6l.

24. La muteina recombinante del interferon alfa humano de acuerdo con la
reivindicacion 23 caracterizada porque los sitios de glicosilacién son seleccionados del
conjunto comprendido por las posiciones Prod, Arg23, Lys70, Asp77, Asn93 y Glul13.

25. Un gen que codifica para una muteina recombinante del interferon alfa humano
caracterizado porque dicho gen comprende al menos una mutacion sitio dirigida que genera
un sitio de N-glicosilacién involucrado en una estructura alfa hélice.

26. El gen de la reivindicacién 25 caracterizado porque dicho sitio de N-
glicosilacion es una secuencia consenso tipo Asn-Xaa-Ser/Thr.,

27.  El gen de las reivindicaciones 25 Yy 26 caracterizado porque dicho interfern
alfa humano es del tipo 2b,

28. El gen de las reivindicaciones entre 25 y 27 caracterizado porque dicha
mutacion sitio dirigida se realiza en los aminodcidos seleccionados del conjunto comprendido

por los aminoacidos Leu9, Arg12, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Leu9s, Glul13,
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29.  El gen de cualquiera de las reivindicaciones 2%

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 union N-glicosidica con un
oligosacarido y est4 fuera de una estructura secundaria tipo alfa héljce.

30. El gen de la reivindicacion 29 caracterizado porque dicha mutacion 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 Prod, Thro6,
Arg23, Leu26, Ala50, Leu66, Phé67, Asp77, Gly104, Thr106, Lys134, GIn] 58, Leul6l.

31.  El gen de acuerdo con las reivindicaciones 25 a 30 caracterizado porque tiene
una mutacién dirigida.

32. El gen de acuerdo con Ia reivindicacién 31 caracterizado porque dicha
mutacién se realiza en los aminoécidos seleccionados del conjunto comprendido por los
aminoédcidos Leu9, Argl2, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Leu95, Glul13, ArgiZS,

Met148, Ser150; Serl52, Leul53, Ginl58.

33.  El gen de las reivindicacion 31 caracterizado porque dicha mutacion se realiza

en el aminodcido de la posicién Lys70.

34.  El gen de acuerdo con las reivindicaciones 25 a 30 caracterizado porque tiene

dos mutaciones sitio dirigida.

35. El gen de acuerdo con la reivindicacion 34 caracterizado porque dichas

mutaciones se realizan en los aminodcidos seleccionados del conjunto comprendido por los
aminoacidos Leu9, Argl2, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Leu9s, Glul13, Argl25,
Met148, Serl150, Ser152, Leul53, GIn158, Pro4, Tht6, Arg23, Leu26, Phe47, Ala50, Asp77,
Gly104, Thr106, Lys134, Leul6].

36. El gen de acuerdo con Ia reivindicacion 34 caracterizado porque dichas

mutaciones se realizan en el aminodcido correspondiente a la posicién Lys70 y en un
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aminoédcido seleccionado del conjunto comprendido por Ik

Asp77.

37.  El gen de acuerdo con las reivindicaciones 25 a 30 caracterizado porque tiene
tres mutaciones sitio dirigida.

38. El gen de acuerdo con la reivindicacion 37 caracterizado porque dichas
mutaciones se realizan en l‘os aminoacidos seleccionados del conjunto comprendido por los
aminoacidos Leu9, Argl2, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Leu9s, Glull3, Argl2s,
Met148, Ser150, Ser152, Leuls3. GIntS8, Prod, Thre, Arg23, Leu26,‘ Phed7, Ala50, Asp77,
Gly104, Thr106, Lys134, Leul61. :

39. 'El gen de acuerdo con la reivindicacion 37 caracterizado porque dichas
mutaciones puﬁtuaies se realizan en el aminoacido correspondiente a la posicion Lys70 y a
dos de los aminoacidos seleccionados del conjunto comprendido por los aminoécidos Pro4,
Arg23 y Asp77.

40. El gen de acuerdo con las reivindicaciones 25 a 30 caracterizado porque tiene
cuatro mutaciones sitio dirigida.

41. El gen de acuerdo con la reivindicacién 40 caracterizado porque dichas
mutaciones se realizan en los aminoacidos seleccionados del conjunto comprendido por los
aminodcidos Leu9, Argl2, LéuGG, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Leu9s, Glul 13, Argl2s,
Met148, Ser150, Ser152, Leul53, GIn158, Pro4, Thré, Arg23, Leu26, Phed7, Alas0, Asp77,
Gly104, Thr106, Lys134, Leul61. |

42. El gen de acuerdo con la. reivindicacion 40 caracterizado porque dichas
mutaciones se realizan en los aminoacidos correspondientes a las posiciones Lys70), Prod,
Arg23 y Asp77.

43. El gen de acuerdo con las reivindicaciones 25 a 30 caracterizado porque tiene
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44. El gen de acuerdo con la retvindicacion 43 q@g’g;’pmque dichas

mutaciones se realizan en los aminodcidos seleccionados del conjunto comprendido por los
aminoédcidos Leu9, Argl2, Leu66, Phe67, Lys70, Asp7l, I"heS4, Leu9s, Glul13, Argl25,
Met148, Ser150, Serl152, Leul53, GIn158, Pro4, Thro, Arg23, Leu26, Phed47, Ala50, Asp77,
Gly104, Thr106. Lys134, Leul6] .

45. El gen de acuerdo con Ia reivindicaciéon 43 caracterizado porque dichas
mutaciones se realizan en los aminodcido seleccionados del conjunto comprendido por los
aminoééidos Lys70, Prod4, Arg23, Asp77, Leu95 y Glui13.

46.  Un método para producir el gen de las reivindicaciones 25 a 45 que codifica a
la muteina dellinterferén humano de la invencion caracterizado porque comprende los pasos:

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

b)- producir el gen que codifica la muteina del interferén alfa humano
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24 mediante la técnica de mutagénesis
sitio dirigida, '

¢)- clonar el gen modificado genéticamente obtenido en el paso b, en un

vector de expresion eucariota adecuado.

47. Un método para producir una linea celular eucariota productora de la muteina
recombinante de interferén alfa humano de acuerdo con las retvindicaciones 1 a 24

)

caracterizado porque comprende los pasos de:

a)- transformar o transfectar dicha célula eucariota con dicho vector de

expresion eucariota.

b)- seleccionar aquel clon que exprese la muteina recombinante del

interferén alfa humano de acuerdo con las reivindicaciones | a 24.
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48. El método de la reivindicacion 47 caraclerizaég

ara producir la muteina recombinante del interferén alfa
a 24 caracterizado porque

eucariota comprende a una linea celular derivada de la linea CHO.K 1.

49.  Un procedimiento p
humano de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1
ucariota transformada o transfectada con un vector de
a la muteina del interferén alfa humano de las

comprende los pasos de:
a)- cultivar dicha célula <

expresion que contiene el gen que codifica par
b)- aislar la muteina recombinante del interferén alfa humano excretada al medio de

reivindicaciones | a 24.

medio de cultivo de la

Un procedimiento para purificar la muteina del interferén humano de acuerdo
a mediante

cultivo. -

50.
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24 presente en el
reivindicacion 49 caracterizado porque la purificacion de dicha muteina se realiz

cromatografia de inmunoafinidad.

Un método para producir el gen de las reivindicaciones 25 a 45 que codifica a
la muteina del interferén humano de la invencion caracterizado porque comprende los pasos:

51.
a)- clonar el gen que codifica para el interferon alfa humano 2b en un

b)- producir ei gen que codifica la muteina del interferon alfa humano
a de mutagénesis

vector adecuado para su amplificacion,

de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24 mediante la técnic

sitio dirigida,
c)- clonar el gen modificado genéticamente obtenido en el paso b, en un

vector de expresion procariota adecuado.
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52. Un método para producir la muteina 1ecombL an d64 111te f rén humano de
— ,/:ﬁ"
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24 caractcn
pasos de:

,ddo porquc comprende los
a)- transformar o transfectar una célula procartota con vector de expresion
procariota adecuando.

b)-seleccionar aquel clon que exprese el polipéptido de la muteina
recombinante del interferdn alfa humano de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 24

c)-cultivar dicho clon, transformado o transfectado con dicho vector de

bl
expresion procariota adecuado que contiene el gen que codifica para la muteina del interferén
alfa humano de las reivindicaciones 1 a 24

d)-purificar el polipéptido de la muteina del interferon alfa humano de
acuerdo con las reivindicaciones 1 a 24

e)-glicosilar “in vitro ™ el polipéptido de la muteina del interfern alfa humano
de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 24

24.

f)-purificar la muteina del interferén alfa humano de las reivindicaciones 1 a
53.

Una composicion farmacéutica caracterizada porque comprende al menos una
muteina recombinante del interferon alfa humano de acueldo con cualquiera de las
reivindicaciones l a24.

54.

La composicion de acuerdo con la reivindicacion 53 caracterizada porque
ademds contiene excipientes farmacologicamente aceptables
55.

La composicion farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 53 ¢ 54

caracterizada porque dicha composicion es administrada para el tratamiento de melanomas
hepatitis C cronica, hepatitis B aguda y cronica, hepatitis no-A no-B aguda y cronica,

Sarcoma de Kaposi, esclerosis multiple, verrugas genitales, leucemia, infecciopeswil
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56. La composicion farmacéutica de acuerdo con

caracterizada porque dicha composicion es administrada a un mamifero, preferentemente
humano, en una dosis de entre 0,1y 2,0 pg/Kg semanal.

57. La composicic’m de acuerdo con las reivindicaciones 53 a 56 caracterizada
porque es administrada en combinacién con ribavirina.

58. Un método para el tratamiento de melanomas, hepatitis C cronica, hepatitis B
aguda y cronica, hepatitis no-A no-B aguda y cronica, Sarcoma de Kaposi, esclerosis maltiple,
verrugas genitales, leucemia, infecciones virales, caracterizado porque comprende administrar
a un mamifero, preferentemente humano, que lo necesite una cantidad efectiva de una
composicion farmacéutica que comprende al menos una muteina recombinante del interfern
alfa humano de ac.uerdo con las reivindicaciones 1 a 24, y en donde dicha composicion
comprendelv ademds excipientes farmacologicamente aceptables.

59.  El método de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizado porque la muteina
recombinante del interferon alfa humano de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1
a 24 es administrada por una via seleccionada del grupo comprendido por subcutanea,
parenteral, oral, sublingual, intranasal, topica.

60.  El método de acuerdo con las reivindicaciones 58 a 59, caracterizado porque la
muteina recombinante del interferén alfa humano de acuerdo con cual'quiera de las
reivindicaciones 1 a 24 es administrada en una dosis de entre 0,1 y 2.0 pg/Kg semanal.

61. El uso de la muteina recombinante del inlerferén alfa humano de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24 para elaborar un medicamento para el tratamiento de
melanomas, hepatitis C crénica, hepatiiis B aguda y cr(')nicq, hepatitis no-A no-B aguda y
cronica, Sarcoma de Kaposi, esclerosis multiple, verrugas genitales, leucemia, infecciones

virales.
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62. El uso de la muteina recombinante del interferon dlfa hu

la relvmdlcacmn 61 caracterizado porque dicho medicamento es administrado en una dosis de
entre 0,1 y 2.0 pg/Kg semanal.

63. El uso de la muteina recombinante del interferén alfa humano de acuerdo con
la reivindicacién 61caracterizado porque dicho medicamento es administrado en una dosis de
entre 05 y 1.0 pug/Kg semanal en combinacion con ribavirina.

64.  El uso de la muteina recombinante del interferon alfa humano de acuerdo con
la reivindicacion. 61 caracterizado porque dicho medicamento es adm'i_nistrado por una via

seleccionada del grupo comprendido por las vias subcutanea, parenteral, oral, sublingual e

intranasal, topica.
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RESUMEN

........

Una mutefna recombinante de] interferén alfa humano con al menos un sitio de
glicosilacion en una posicion de su secuencia aminoacidica que forma parle de una estructura
secundaria tipo alfa hélice, un gen que codilica para dicha muteina, un método de produccion
de dicho gen, un método para obtencr una célula cucariota productora de dicha muteina, un
método para producir dicha muteina, un procedimiento para pux‘iﬁqar dicha muteina, una

composicion farmacéutica de dicha muteina, el uso de dicha muteing para elaborar un

medicamento
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Relacién porcentual de cada isoforma de hiFN-a2b

Retacion porcentual de cada isoforma de hiF N- &n
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Variacién pocentual de N-glicosilacién con respecto a la cantidad inicial (%)
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Actividad bioldgica (U/ml)
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Actividad biolégica remanente (%)
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