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g DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria v onl,e reio EXTRACTO PARA PUBLICACION

BUFERINTEMDEMTIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION
(21) No. de solicitud: ' (51) Int CI:
22) Fecha de solicitud: (71) Solicitante:

PROTECH PHARMA S.A.
(30) Prioridad (31) No. Prioridad 32) Fecha (33)Pais

(72) Inventor:
Ricardo Agustin Lopez

(74) Apoderado:

Jaime Eduardo Delgado Villegas

(54) Titulo: “UNA MUTEINA RECOMBINANTE DEL INTERFERON ALFA HUMANO GLICOSILADO, UN
GEN QUE CODIFICA PARA DICHA MUTEINA, UN METODO DE PRODUCCION DE JDICHO 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.”

Resumen - Reivindicacion (es):
RESUMEN

Una muteina recombinante del interferdn alfa humano con al menos un sitio de glicosilacion en una posicién
de su secuencia aminoacidica que forma parte de una estructura secundaria tipo alfa hélice, un gen que
codifica para dicha muteina, un método de produccién de dicho gen, un método para obtener una célula
eucariota productora de dicha muteina, un método para producir dicha muteina, un procedimiento para

purificar dicha muteina, una composicién farmacéutica de dicha muteina, el uso de dicha muteina para
elaborar un medicamento.

REIVINDICACION

Habiendo asi especialmente descrito y determinado la naturaleza de la presente invencién y la forma como
la misma ha de ser llevada a la préctica, se declara reivindicar como de propiedad y derecho exclusivo:
1. Una muteina recombinante del interferén alfa humano con al menos un sitio de glicosilacién en

una posicién de su secuencia aminoacidica caracterizada porque dicha posicion forma parte de

una estructura secundaria tipo alfa hélice.




10.

La muteina recombinante del interferén aifa humano de la reivindicacién 1
caracterizada porque dicho sitio de glicosilacién es un sitio de N-glicosilacion.

La muteina recombinante del interferén alfa humano de acuerdo con la reivindicacién 2
caracterizada porque dicho sitio de ‘N-glicosilacién se encuentra en una secuencia
consenso de glicosilacion.

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

La muteina recombinante del intérferén alfa humano de cualquiera de Ias.
reivindicaciones anteriores caracterizada porque dicho interferon alfa humano es del
tipo 2b.

La muteina recombinante del interferén alfa humano de acuerdo con las
reivindicaciones 1 a 5 caracterizada porque dicha posicion que forma parte de una
estructura secundaria tipo alfa hélice es seleccionada del conjunto de posiciones
comprendido por Leu9, Argl2, Asn65, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Asn93,
Glul13, Arg125, Met148, Ser150, Ser1§2, Leul153, Asn156.

La muteina recombinante del interferon alfa humano de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones anteriores caracterizada porque ademas posee al menos un sitio de
glicosilacién en una posicién fuera de una estructura tipo alfa hélice.

La muteina recombinante del interferén alfa humano de acuerdo con la reivindicacion 7
caracterizada porque dicho sitio de glicbsilacién en una posicion fuera de una estructura
secundaria tipo alfa hélice es seleccionada del conjunto comprendido por las posiciones
Prod4, Thré, Arg23, Leu26, Asn45, Ala50, Asp77, Gly104, Thr106, Lys134, GIn158,
Leul6l.

La muteina recombinante del interferén alfa humano de cualquiera de las
reivindicaciones anteriorés caracterizada porque comprende un sitio de N-glicosilacién.
La muteina recombinante del interferén alfa humano de acuerdo con la reivindicacién 9
caracterizada porque dicho sitio de N-glicosilacion es seleccionado del conjunto
comprendido por las posiciones Leu9, Argl2, Asn6S, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71,

Phe84, Asn93, Glul13, Arg125, Met14§, Ser150, Ser152, Leu153, Asn156.



11.

12,

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

La muteina recombinante del interferér; alfa humano de acuerdo con la reivindicacién 9
caracterizada porque dicho sitio de N-glicosilacion es seleccionado del conjunto
comprendido por las posiciones Lys70, Asn93 y Glu113.

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

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

La muteina recombinante del interferén alfa humano de acuerdo con la reivindicacién
13 caracterizada porque dichos sitios de N-glicosilacién son seleccionados del conjunto
comprendido por las posiciones Leu9, Argl2, Asn65, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71i,
Phe84, Asn93, Glull3, Arg125, Met148, Ser150, Ser152, Leui53, Asn156, Pro4, Thr6,
Arg23, Leu26, Asn45, Ala50, Asp77, Gly104, Thr106, Lysi34, GIn158, Leul61.

La muteina recombinante del interferén aifa humano de acuerdo con la reivindicacidn
13 caracterizada porque posee un sitio de N-glicosilacion en la posicién Lys70 y un sitio
de N-glicosilacion en una posicién fuera de uﬁa estructura secundaria tipo alfa hélice
seleccionado del conjunto comprendido por las posiciones Pro4, Arg23 y Asp77.

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

La muteina recombinante del interferdn alfa humano de acuerdo con la reivindicacion
16 caracterizada porque dichos sitios de N-glicosilacién son seleccionados del conjunto
comprendido por las posiciones Leu9, Argl2, Asn65, Leu66, Phe67, Lys70, Asp7i,
Phe84, Asn93, Giull3, Argl25, Met148, Ser150, Ser152, Leul53, Asn156, Pro4, Thr6,
Arg23, Leu26, Asn45, Ala50, Asp77, Gly104, Thr106, Lys134, GIn158, Leul61.

La muteina recombinante del interferén alfa humano de acuerdo con Ia reivindicacion
17 caracterizada porque posee un sitio de N-glicosilacién en la posicién Lys70 y dos
sitio de glicositacion seleccionados del conjunto comprendido por las posiciones Pro4,
Arg23 y Asp77.

La muteina recombinante del interferén alfa humano de acuerdo con las

reivindicaciones 1 a 8 caracterizada porque comprende cuatro sitios de N-glicositacién.
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21,

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

La muteina recombinante del interferén alfa humano de acuerdo con la reivindicacion
19 caracterizada porque dichos sitios cie N-glicosilacion son seleccionados del conjunto
comprendido por las posiciones Leu9, Argl2, Asn65, Leu66, Phe67, Lys70, Asp7i,
Phe84, Asn93, Glul13, Argl25, Met148, Ser150, Ser152, Leul53, Asn156, Pro4, Thr6,
Arg23, Leu26, Asn45, Ala50, Asp77, GI;/104, Thr106, Lys134, GIn158, Leui6l

La muteina recombinante del interferon alfa humano de acuerdo con la reivindicacion
19 caracterizada porque dichos sitios de N-glicosilacion involucran las posiciones Pro4,
Arg23, Lys70 y Asp77.

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

La muteina recombinante del interferén alfa humano de acuerdo con la reivindicacion
22 caracterizada porque dichos sitios de N-glicosilacion son seleccionados del conjunto
comprendido por las posiciones Leu9, Argl2, Asn65, Leu66, Phe67, Lys70, Asp7i,
Phe84, Asn93, Glull3, Argl125, Met148, Ser150, Ser152, Leu153, Asn156, Pro4, Thr6,
Arg23, Leu26, Asn45, Ala50, Asp77,'GIy104, Thr106, Lys134, Gin158, Leui6l.

La muteina recombinante del interferé:n alfa h.umano de acuerdo con la reivindicacion
23 caracterizada porque los sitios de glicosilacion son seleccionados del conjunto
comprendido por las posiciones Pro4, Arg23, Lys70, Asp77, Asn93 y Glu113.

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

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

El gen de las reivindicaciones 25 y-26 caracterizado porque dicho interferdon alfa
humanao es del tipo 2b.

El gen de las reivindicaciones entre 25 y 27 caracterizado porque dicha mutacién sitio
dirigida se realiza en los aminoacidos $eleccionados del conjunto comprendido por los
aminoacidos Leu9, Arg12, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Leuds, Gluil3, Arg125,

Met148, Ser150, Ser152, Leu153, GIn158.
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30.

31

32.

33.

34.

35.

36.

37.

El gen de cualquiera de las reivindicaciones 25 a 28 caracterizado porque dicho gen
presenta ademas al menos una mutacion sitio dirigida que genera una secuencia
consenso tipo Asn-Xaa-Ser/Thr, donde la Asn es susceptible de sufrir una unién N-
glicosidica con un oligosacarido y estd fuera de una estructura secundaria tipo alfa
hélice.

El gen de la reivindicacion 29 caracterizado porque dicha mutacion sitio dirigida, que
genera un sitio de N-glicosilacin fuera de una estructura secundaria tipo alfa hélice, se
realiza en los aminodcidos seleccionados del conjunto comprendido por Prod, Thr6,
Arg23, Leu26, Ala50, Leu66, Phe67, Asp77, Gly104, Thr106, Lys134, GIn158, Leul61.

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

El gen de acuerdo con la reivindicacion 31 caracterizado porque dicha mutacion se
realiza en los aminoacidos seleccionadbs del conjunto comprendido por los aminoacidos
Leu9, Argl2, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Leu95, Glull3, Argi25, Meti48,
Ser150, Ser152, Leul53, GIn158.

El gen de las reivindicacién 31 caracterizado porque dicha mutacién se realiza en el
aminodcido de la posicion Lys70.

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

El gen de acuerdo con la reivindicaciéh 34 caracterizado porque dichas mutaciones se
realizan en los aminoacidos selecéionados del conjunto comprendido por los
aminodcidos Leu9, Arg12, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Leu95, Glull3, Arg125,
Met148, Ser150, Ser152, Leul53, GIn158, Pro4, Thr6, Arg23, Leu26, Phe47, Ala50,
Asp77, Gly104, Thri06, Lys134, Leul6l.

El gen de acuerdo con la reivindicacién 34 caracterizado porque dichas mutaciones se
realizan en el aminoacido correspondiente a la posicion Lys70 y en un aminoacido
seleccionado del conjunto comprendido por los aminoacidos Prod, Arg23 y Asp77.

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

mutaciones sitio dirigida.

Ao
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39.

40.

41.

42,

43.

44,

45.

El gen de acuerdo con la reivindicacién 37 caracterizado porque dichas mutaciones se
realizan en los aminoacidos seleccionados del conjunto comprendido por los
aminoacidos Leu9, Argl2, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Leu95, Glull3, Arg125,
Met148, Ser150, Ser152, LeulS53, GIn158, Pro4, Thr6, Arg23, Leu26, Phed7, Ala50,
Asp77, Gly104, Thr106, Lys134, Leul6l.

El gen de acuerdo con ia reivindicacién 37 caracterizado porque di.chas mutaciones
puntuales se realizan en el aminoacido correspondiente a la posicion Lys70 y a dos de
los aminoéacidos seleccionados del conjunto comprendido por los aminodcidos Pro4,
Arg23 y Asp77.

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

El gen de acuerdo con la reivindicacién 40 caracterizado porque dichas mutaciones se
realizan en los aminoacidos selecéionados del conjunto comprendido por los
aminodcidos Leu9, Argl2, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Leu95, Glul13, Arg125,
Met148, SerlSO, Ser152, Leul53, GIn158, Pro4, Thr6, Arg23, Leu26, Phed47, Ala50,
Asp77, Gly104, Thr106, Lys134, Leul61l.

El gen de acuerdo con la reivindicacion 40 caracterizado porque dichas mutaciones se
realizan en los aminodcidos correspondientes a las posiciones Lys70, Pro4, Arg23 y
Asp77.

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

El gen de acuerdo con la reivindicacion 43 caracterizado porque dichas mutaciones se
realizan en los aminoacidos seleccionados del conjunto comprendido por los
aminodcidos Leu9, Arg12, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Leu95, Gluil3, Argi25,
Met148, Ser150, Serl52, Leul53, GIn158, Pro4, Thr6, Arg23, Leu26, Phed47, Ala50,
Asp77, Gly104, Thr106, Lys134, Leu161.

El gen de acuerdo con la reivindicacidon 43 caracterizado porque dichas mutaciones se
realizan en los aminoacido seleccionados del conjunto comprendido por los aminoacidos

Lys70, Pro4, Arg23, Asp77, Leu95 y Glul13.
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47.

48.

49,

50.

Un método para producir el gen de las reivindicaciones 25 a 45 que codifica a la
muteina del interferdn humano de la invencién caracterizado porque comprende los
pasos:
a)- clonar el gen que codifica para el interferdn alfa humano 2b en un vector adecuado
para su amplificacion,
b)- producir el gen que codifica la muteina del interferon alfa humano de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24 mediante la técnica de mutagénesis sitio
dirigida,
c)- clonar el gen modificado genéticamente obtenido en el paso b, en un vector de
expresié eucariota adecuado.

Un método para producir una linea celular eucariota productora de la muteina
recombinante de interferon alfa humano de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 24
caracterizado porgue comprende los pasos de:
a)- transformar o transfectar dicha célula eucariota con dicho vector de expresion
eucariota.
b)- seleccionar aquel clon que expréée la muteina recombinante del interferén alifa
humano de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 24.

El método de la reivindicacién 47 éaracterizado porque la linea celular eucariota
comprende a una linea celular derivada de la linea CHO.K1.
Un procedimiento para producir la muteina recombinante del interferén alfa humano de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24 caracterizado porgue comprende
los pasos de:
a)- cultivar dicha célula eucariota transformada o transfectada con un vector de
expresion que cbntiene el gen que codifica para la muteina del interferén alfa humano
de las reivindicaciones 1 a 24.

b)- aislar fa muteina recombinante del interferdn alfa humano excretada al medio de
cultivo.
Un procedimiento para purificar la muteina del interferén humano de acuerdo con

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24 presente en el medio de cultivo de la
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51.

52.

reivindicacion 49 caracterizado porque la purificacion de dicha muteina se realiza
mediante cromatografia de inmunoafinidad.

Un meétodo para producir el gen de las reivindicaciones 25 a 45 que codifica a la
muteina del interferon humano de la invencidn caracterizado porque comprende los
pasos:

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

b)- producir el gen que codifica la muteina del interferon 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
expresién procariota adecuado. |

Un método para producir la muteina recombinante del interferén humano de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24 caracterizado porque comprende los pasos
de:

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

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

¢)-cultivar dicho clon, transformado 6 transfectado, con dicho vector de expresion
procariota adecuado que contiene el gén que codifica para la muteina del interferén alfa
humano de las reivindicaciones 1 a 24.

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

é)-g!icosilar “in vitro” el polipéptido de la muteina del interferén alfa humano de
acuerdo con las reivindicaciones 1 a 24.

f)-purificar la muteina del interferon alfa humano de las reivindicaciones 1 a 24.

[/



53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

Una composicion farmacéutica caracterizada porque comprende al menos una muteina
recombinante del interferon alfa h:umano de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 24.
La composicién de acuerdo con la reivindicacion 53 caracterizada porque ademas
contiene excipientes farmacoldgicamente aceptables.
La composicidn farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 53 6 54 caracterizada
porque dicha composicion es administrada para el tratamiento de melanomas, hepatitis
C crénica, hepatitis B aguda y cronica, hepatitis no-A no-B aguda y crénica, Sarcoma de
Kaposi, esclerosis multiple, verrugas genitales, leucemia, infecciones virales.
La composicion farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 53 a 55 caracterizada
porque dicha composicion es administrada a un mamifero, preferentemente humano,
en una dosis de entre 0,1 y 2,0 ug/Kg semanal.
La composicion de acuerdo con las réivindicaciones 53 a 56 caracterizada porque es
administrada en combinacién con ribavirina.
Un método para el tratamiento de melianomas, hepatitis C crénica, hepatitis B aguda y
cronica, hepatitis no-A no-B aguda y crénica, Sarcoma de Kaposi, esclerosis multiple,
verrugas genitales, leucemia, infecciones virales, caracterizado porque comprende
administrar a un mamifero, preferentemente humano, que lo necesite una cantidad
efectiva de una composicidn farmacéutica gue comprende al menos una muteina
recombinante del interferon alfa humano de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 24, y
en donde dicha composicion comprende ademas excipientes farmacolégicamente
aceptables.

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

El método de acuerdo con las reivindicaciones 58 a 59, caracterizado porque la
muteina recombinante del interferén alfa humano de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 24 es administrada en una dosis de entre 0,1 y 2.0 jig/Kg semanal.
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61.

62.

63.

64.

El uso de la muteina recombinante del interferén alfa humano de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24 para elaborar un medicamento para el
tratamiento de melanomas, hepatitis C cronica, hepatitis B aguda y cronica, hepatitis
no-A no-B aguda y crdnica, Sarcoma de Kaposi, esclerosis miltiple, verrugas genitales,
leucemia, infecciones virales.

El uso de la muteina recombinante del interferon alfa humano de acuerdo con la
reivindicacién 61 caracterizado porque dicho medicamento es administrado en una
dosis de entre 0,1 y 2.0 ug/Kg semanal.

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

El uso de la muteina recombinante del interferén alfa humano de acuerdo con la
reivindicacién 61 caracterizado porque dicho medicamento es administrado por una via
seleccionada del grupo comprendido por las vias subcutanea, parenteral, oral,

sublingual e intranasal, topica.
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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

MEMORIA DESCRIPTIVA

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién pertenece ‘al campo de la biologia molecular relacionada con el
desarrollo de proteinas recombinantes. En particular esta relacionada con muteinas recombinantes
del interferon alfa humano con propiedades farmacoldgicas, quimicas y fisicas mejoradas;
procedimientos para obtener dichas isoformas y formulaciones farmacéuticas para su uso en
mamiferos, en especial para humanos que requieran de tratamiento terapéutico con interferén. Mas

particularmente esta invencion estd relacionada con muteinas del interferon alfa humano, que

~ contienen al menos un aminodcido modificado en una posicién 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-glicosilacién por glicosilacion del residuo de

asparagina en dicha secuencia. .

ESTADO DE LA TECNICA



El grupo de citoquinas conocidas como interferones fue caracterizado por primera vez en

1957, se los 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 dé 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 1 (IFN-alfa, IFN-beta, IFN-omega) y los interferones tipo II
(IFN-gamma). Cada uno de estos se expresa en una gran variedad de tipos celulares en baja
concentracion. El IFN-alfa se expresa principalmente en linfocitos B y macréfagos; el IFN-beta en
fibroblastos y el IFN-gamma en linfocitos T

Recientemente se ha propuesto incluir un nuevo miembro a la familia de interferones, este
nuevo miembro se lo denomina interferdn tipo III, estd comprendido por los interferones lambda 1,
2 y 3 (que corresponden a las Interleuquina-29 (1L-29), 1L-28a y IL-28b, respectivamente)
‘ (Kotenko, S. V. 2003. IFN-lambdas mediate antiviral protection through a distinct class 11 cytokine
receptor complex. Nat. Immunol. 4:69~77; Sheppard, P. 2003. 1L-28, IL-29 and their class II
cytokine receptor IL-28R. Nat. Immunol. 4:63-68). Estos INFs tipo Il muestran una baja
homologia de secuencia con la familia de IFNs o/B pero son activados p>or los mismos factores que
inducen la expresion de los IFNs o/B e inhiben la replicacion de diversos virus incluyendo virus de
la estomatitis vesicular (VSV) y el virus de la encefalomiocarditis (EMVC); aparentemente también
inhibirian la replicacion del virus de la hepatitis tipo By C.

El interferon tipo I alfa pertenece a una familia multigénica compuesta de genes y
pseudogenes, se han identificado méas de 20 variantes. EL interferon alfa 2b contiene 2 enlaces
disulfuro en su estructura y una cadena glicosidica unida por enlace tipo-O, en la posicién Thr 106.
Las modificaciones post-traduccionales necesarias para transferir un glicano a la proteina ocurren

en el reticulo endoplasmatico de la célula. inmediatamente luego de ser traslocado el polipéptido



recién sintetizado desde el citoplasma celular, para que ocurra una glicosilacion del tipo N es
necesaria la presencia de secuencias del tipo Asn-Xaa-Ser/Thr en la cadena aminoacidica, donde se
forma una unién N-glicosidica entre el grupo amino del residuo de asparagina y un grupo OH del
azlcar.

La expresion de interferon tipo 1 en organismos vivos, en altos niveles, es inducida por la
presencia de una infeccion viral, también puede ser inducida por una gran variedad de otros agentes
no-virales, tales como bacterias, micoplasmas y diversos polimeros como ser lipopolisacaridos de la
menibrana de bacterias gram-negativas y la presencia de polimeros sintéticos (Merigan T: Induction
of circulating interferén by synthetic anionic plymers of known composition. Nature 1967, 214:
416-417).

El interferén :tipo I posee, ademas,.actividad anti-proliferativa € inmunomoduladora.

La via de sefializacion de los IFNs tipo 1 se inicia por la unién de dicha molécula al
receptor en la superficie celular diana y media la activacion de genes blanco en el nﬂéleo 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 sefiales antes mencionada (A Lamer:
Interferdn signal transduction. Biotherapy, January 1, 1996; 8 (3-4): 175-81).

El interferdn tipo-I alfa es clinica;mente utilizado en el tratamiento de la hepatitis B y C
cronica, encefalitis viral aguda, canceres tales como carcinoma nasofaringeo, linfoma, leucemia y
melanomas, entre otros.

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

En la actualidad se estan desarrollado nuevas estrategias para aumentar la estabilidad in
vivo de estas proteinas bioactivas mediante reacciones enzimaticas (WO 98/13381, US 6,620,916,
US 5,643,564, US 4,184,917), reacciones quimicas (WO 96/21468, US 2004/0180054, US
6,524,570, US 4,179,337, US 5,981,709, US 20060029573, US 5,738,846), encapsulacion de la
proteina (W02005074892), mutagénesis dirigida (US2004/0002474, W092/01055, US
2005/0019871), etc., con el objeto de lograr dosis terapéuticas efectivas evitando la administracion
de cantidades excesivas de la proteina. Ejemplos de estas nuevas estrategias se detallan en
documentos tales como la patente WO98/13381 (Ajinomoto Kk (Jp); Takahara Y., et al.), en la que
se divulga un método de modificar proteinas bioldgicamente activas, mejorando su actividad in vivo,
mediante la adicion de ligandos ramificados a residuos de glutamina presentes en la secuencia
primaria de la proteina. Los documentos de patente US 6,620,916 (Ajinomoto Co. Inc.; Takahara, et
al.); US 5,643,564 (Takeda Chemical lndustries, Ltd; Hamaguchi , et al.) yUS 4,184,917 (Sandoz
Ltd.; Dorner, et al.) describen la obtenciép de homologos de interferon con estabilidad mejorada,
mediante modificaciones enzimaticas para alterar el perfil de glicosilacion, estos nuevos homdlogos
actiian esencialmente a nivel del higado y podrian mejorar la accion en ese o6rgano, pero desmejorar
la accion de interferon sobre otras localizaciones. En el documento de patente WO 96/21468
(Amgen Inc; Collins David, et al.)' se divulga la obtencion de andlogos del inteferon alfa
recombinante medianfe la adicién de ligandos glicosidicos con miltiples lactosas conjugados a
residuos de Arginina o al residuo amino terminal de la secuencia primaria del interferdn 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 6rganos como por ejemplo en tumores
de rifion. En la solicitud de patente US 2004/6180054 (Kim, Young-Min, et al.) se divulga la
obtencion de un conjugado formado por una proteina (IFN-alfa), un polimero no peptidico y una
inmunoglobulina, de esta manera se aumenta la estabilidad in vivo de la proteina. En los
documentos de patente US 4,179,337, US 5,981,709, US 20060029573, US 5,738,846, US
6,524,570; los inventores divulgan procesos, composiciones y usos de interferén alfa conjugado con
polietilenglicol para aumentar la estabilidad del mismo. Estos métodos implican pasos de
purificacion necesarios para eliminar los productos de reaccion antes de realizar los pasos de
purificacion, minimos, necesarios para obtener un producto de alta pureza. Ademds estos
procedimientos propuestos presentan la ;iiﬁcultad 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 patente WO 2005074892 (Shenzhen Neptunus Interlong BI; Wang et al.)

los inventores describen una crema conteniendo liposomas de interferén utilizada para el

tratamiento de enfermedades dérmicas causadas por infecciones virales (por ejemplo herpes zoster),
verrugas, ulceras genitales, etc. Este modo de preparacion presenta la desventaja de tener una
aplicacion limitada al tratamiento topico de enfermedades.

La solicitud de patente US 2004/0002474 (Maxygen, Inc.; Heinrichs, Volker,vet al.) donde
se reivindica la obtencion de homélogos de interferon alfa, mediante modificaciones en la secuencia
génica o aminoacidica. En el documento de patente WO 92/01055 (Boehringer Ingelheim Int; Adolf
Guenther, et al.) los inventores divulgan lé obtencion de homologos de interferdn alfa los cuales
presentan nuevos sitios de O-glicosilacion. El producto obtenido mediante estas estrategias no
muestra mejoras en las propiedades farmacocinéticas respecto al interferon-pegilado.

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

de isoformas del interferon alfa, en las cuales se ha modificado la secuencia de nucleétidos con el



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

La presente invencion resuelve los problemas descritos en el arte previo y provee una
preparacion de una muteina recombinante de interferon alfa humano, que présenta un perfil de N-
glicosilacion 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 comparable con la que
presenta el interferon-pegilado con un Polietilenglicol de 12000 Dalton (PEG 12000), ademas la
obtencion de dicha muteina implica pocos pasos en su proceso de obtencion y su purificacion es

simple, con la cualidad de obtener un producto final de alta pureza.
OBJETOS DE LA INVENCION

Es un objeto principal de la presente invencion proveer una muteina recombinante del
interferon alfa humano, preferentemente del tipo 2b, que presenta al menos un sitio de glicosilacion,
preferentemente N-glicosilacion, en una posicion de su secuencia aminoacidica que forma parte de
una estructura secundaria tipo alfa hélice. En una de las realizaciones preferidas de la presente
invencién dicha muteina recombinante del interferon alfa humano 2b presenta ademas al menos un

sitio de N-glicosilacion en una posicion fuera de una estructura alfa hélice. Donde dichos sitios de
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N-glicosilacién, preferentemente conformados por una secuencia consenso del tipo Asn-Xaa-
Ser/Thr, en una posicién de su secuencia aminoacidica que forma parte de una estructura secundaria
tipo alfa hélice, ocupan posiciones seleccionadas del conjunto comprendido por: Leu9, Argl2,
Asn65, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phé84, Asn93, Glul13, Argl25, Met148, Serl50, Serl52,
Leul53, Asnl56. Mientras que dichos sitios de N-glicosilacion fuera de estructuras secundarias tipo
alfa hélice ocupan las posiciones seleccionadas del conjunto comprendido por las posiciones del
interferon alfa humano 2b natural Pro4, Thr6, Arg23, Leu26, Asn45, Ala50, Asp77, Glyl04,
Thr106, Lys134, GIn158, Leul6l.

Es otro objeto de la presente invencion proveer un gen que codifica para una muteina
recombinante del interferon alfa humano, preferentemente tipo 2b, que comprende al menos una
mutacion sitio dirigida que genera un sitio de N-glicosilacion, preferentemente una secuencia
consenso tipo Asn-Xaa-Ser/Thr, involucrado en una estructura alfa hélice. Donde dicha mutacion
sitio dirigida se realiza en los aminoéacidos seleccionados del conjunto comprendido por los
aminoécidos Leu9, Argl2, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Leu95, Glul13, Argl25, Met1438,
Ser150, Ser152, Leul53, Asnl56. Donde eh una realizacion preferida dicho gen presenta adelﬁés 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 oligosacérido y esta fuera de una
estructura secundaria tipo alfa hélice. Donde dicho sitio de N-glicosilacion fuera de una estructura
secundaria tipo alfa hélice, se realiza en los aminoécidos seleccionados del conjunto comprendido
por Pro4, Thr6, Arg23, Leu26, Phe47, Ala50, Asp77, Gly104, Thr106, Lys134, Gln158, Leul61.

Es otro 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 interferon 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 interferén alfa humano de la
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invencion, mediante transformacion 6 transfeccion de una linea celular con dicho gen que codifica
para dicha muteina recombinante del interferon alfa humano de la invencion, inserto en un vector de
expresion adecuando, donde, preferentemente la linea celular eucariota es la linea celular CHO.K1.

Es otro objeto de la presente ‘invencion proveer un método para producir la muteina
recombinante del interferén humano de la invencion mediante los pasos de: a)- cultivar dicha linea
celular eucariota transformada 6 transfecta;da con el vector de expresion que contiene el gen que
codifica para la muteina del interferon humano de la invencion y b)- aislar la muteina recombinante
del interferon alfa humano, expresada y excretada, del medio de cultivo.

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

Es otro objeto de la presente invencion proveer un método para producir la muteina del
interferon humano de la invencion a partir de células procariotas mediante los pasos de: a)-
transformar 6 transfectar una célula procariota con un vector de expresion adecuando que contiene
el gen que codifica para la muteina recomi.binante 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, d)-purificar, e)- glicosilar “in vitro™ el polipéptido
de la muteina del interferon alfa humano expresado por el clon del paso ¢); y f)-purificar la muteina
del interfer6n alfa humano de la invencion.

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

genitales, leucemia, infecciones virales, entre otras.



Es otro objeto de la presente invencion proveer 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 miltiple, verrugas genitales, leucemia, infecciones virales, el cual
implica la administracién a un mamifero, preferentemente humano, que lo necesite, una cantidad
efectiva de una composicion farmacéutica que comprende al menos la muteina recombinante del
interferén alfa humano de la invencién y en donde dicha composicion comprende ademads
excipientes farmacoldgicamente aceptables.

Es otro objeto de la presenteb invencion 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 crénica, mediante 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 secuencia 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 1 alfa 2b natural. Los residuos de aminoacidos y codones
encuadrados en marco grueso corresponden a los aminoacidos y nuclgc’)tidos que fueron sometidos a
mutagénesis sitio dirigida para la obtencién de la muteina recombinante del interferon alfa humano
de la invencion que incluye los sitios de N-glicosilacion en las posiciones Prod, 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 blot. Calles: 1- Marcador de masa molecular; 2- rhIFN-
a2bM4; 3- rhIFN-02bM77; 4- rhIFN-02bM23; 5-rhIFN-02bM70; 6- rhIFN-02b O-glicosilado; 7-
rhIFN-a2b no glicosilado; 8- rhIFN-a2bM4/23/70/77

Figura 4: N-desglicosilacion -enzimatica de las variantes mutadas de hIFN-02b (hIFN-
a2bM23, hIFN-02bM47, hIFN-02bM70, hIFN-02bM95)

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

Figura 6 (A y B): SDS-PAGE en condiciones reductoras con tincion argéntica (A) y
Western blot (B) correspondientes a la purificacion del rhIFN-a2bM77 y rhIFN- a2bM4/23/7‘0/77
por cromatografia de inmunoafinidad. Calles: 1- Muestra cruda de un sobrenadante de cultivo
conteniendo rhIFN-a2bM77 antes de la purificacion; 2- Muestra purificada de rhIFN-a2bM77; 3
Muestra cruda de un sobrenadante de cultivo conteniendo rhIFN-a2bM4/23/70/77 antes de la
purificacion; 4 Muestra purificada de rhIFN-a2bM4/23/70/77.

Figura 7: Perfil temporal de la variacion de la actividad biolégica de IFN presente en cada
muestra luego de la inoculacion subcutanea de las variantes rhIFN a2b wild type, thiIFN 02bM23 y
rhIFN a2bM70.

Figura 8: Perfil temporal de la variacion porcentual de la actividad bioldgica remanente en
cada muestra con respecto a las unidades de actividad bioldgica de IFN suministrada a cada rata por
via endovenosa para las variantes rhIFN-02b no glicosilado, rhIFN-a2bM77, rhIFN-02b-PEG
(12kDa) y rhIFN-02bM4/23/70/77.

Figura 9: Perfil temporal de la variacion de la actividad bioldgica de IFN presente en cada

muestra luego de la inoculacion subcutdnea de las variantes rhIFN-02b no glicosilado, rhIFN-a2b-

PEG (12kDa) y rhIFN-02bM4/23/70/77.
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DESCRIPCION DETALLADA

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

“Interferon alfa humano 2b natural” (hIFN-a2b), se refiere a la citoquina presente en la
naturaleza, sin haber sido sometida a ninguin tipo de modificacion artificial.

“Sustitucion de un aminoacido”, se refiere al cambio de un aminodcido presente en la
secuencia primaria del hIFN-a2b por otro a‘minoécido.

“Muteina recombinante del interferon alfa humano de la invencién”, se refiere a aquellas
moléculas recombinantes del interferén alfa humano, preferentemente alfa 2b, con al menos un sitio
de glicosilacion, preferentemente N-glicosilacion, en una posicién de su secuencia aminoacidica
que forma parte de una estructura secundaria tipo alfa hélice.

“Interferon alfa humano” incluye aquellos andlogos, 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 excepto un residuo de Prolina. La “posicion” del “sitio de N-glicosilacion”
esta indicada por la posicion que ocupa el residuo de aminoéacido en la secuencia aminoacidica del
interferon 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 glicosilaciéon enzimatica del tipo-N.

La glicosilacion de ciertas proteinas eucariotas tiene lugar en determinadas posiciones del
esqueleto polipeptidico, cominmente existen dos tipos de glicosilacion. La glicosilacion tipo-O que
involucra la unién de un oligosacéarido a un grupo —OH de un residuo de Serina o Treonina, y la
glicosilacion del tipo-N, que involucra la unién de un oligosacarido a un grupo —-NH de un residuo

de Asparagina. Particularmente, la glicosilacion tipo-N tiene lugar en la secuencia consenso Asn-X-
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Ser/Thr, donde X puede ser cualquier aminodcido excepto una Prolina. Todos los oligosacaridos
unidos a la proteina mediante union del tipo-N tienen en comun un nicleo pentasacarido constituido
por tres residuos de manosa y dos residuos de N-acetilglucosamina. Los azlicares unidos a este
nicleo pentasacarido pueden adquirir una gran variedad de patrones de oligosacaridos. La presencia
o ausencia de dichos oligosacaridos afecta las propiedades fisicas de las proteinas y puede ser
critico en la funcion, estabilidad, secrecion y localizacion de las mismas en la célula.

La presente invencion esta relacionada con la producciéon de una muteina del interferon
alfa humano que presenta al menos una sustitucion de un aminoacido en la secuencia del interferon
alfa humano natural en una posicion que forma parte una estructura secundaria alfa hélice, de
manera de obtener la secuencia consenso Asn-Xaa-Ser/Thr, donde el residuo de Asn es susceptible
de sufrir N-glicosilaciéon. Por ejemplo, la mutel’na recombinante del interferon alfa humano de la
invencién con al menos un sitio de N-glicosilacién en una posicion que forma parte de una
estructura secundaria alfa hélice es aquelvla obtenida de la sustitucion de un aminoacido 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 esta formando parte de una estructura secundaria
alfa hélice y es susceptible de sufrir N-glicosilacion. Otro ejemplo seria la sustitucion del residuo de
aminodcido 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
suftir N-glicosilacion. Se ha demostrado que la presencia de al menos un sitio de N-glicosilacion en
estructuras tipo alfa hélice confieren al interferdn una mayor estabilidad y por lo tanto una mayor
vida media en sangre. !

Dichos sitios de N-glicosilacion, generados mediante sustitucion de un aminoécido que
forma parte de una estructura secundaria tipo alfa hélice son seleccionados del conjunto
comprendido por las posiciones Leu9, Argl2, Asn65, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Asn93,

Glul13, Argl25, Met148, Serl50, Ser152, Leul53, Asnl56.
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Una de las realizaciones preferidas de la presente invencion es una muteina recombinante
del interferon alfa humano que presenta al menos una sustitucion de un aminoacido en una posicion
que forma parte de una estructura secundalria alfa hélice y ademas al menos una sustitucion en un
aminoacido en una posicion fuera de una estructura alfa hélice de manera de obtener secuencias
- consenso Asn-Xaa-Ser/Thr, donde el residuo de Asn es susceptible de sufrir N-glicosilacion. Dichos
sitios de N-glicosilacion en posiciones fuera de estructuras alfa hélice son seleccionados del
conjunto comprendido por las posiciones Pro4, Thr6, Arg23, Leu26, Asn45, Ala50, Asp77, Gly104,
Thr106, Lys134, GIn158, Leulé6l.

En una realizacion preferida, la muteina recombinante del interferon alfa humano de la
invencion presenta en su secuencia aminoacidica un sitio de N-glicosilacion en una posicion que
forma parte de estructuras alfa hélice, donde la posicion del sitio de glicosilacion es seleccionado
del conjunto comprendido por las posiciones Leu9, Argl2, Asn65, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71,

Phe84, Asn93, Glul13, Argl25, Met148, Ser150, Seri52, Leul53, Asnl56. Mas preferentemente

aun en la posicion seleccionada del conjunto comprendido por las posiciones Lys70, Asn93, Glu113.

Mas preferentemente alin en la posicion Lys70.

En ofra realizacion preferida de la presente invencién la muteina recombinante del
interferén alfa humano de la invencion tiene dos sitios de N-glicosilacién, donde dichos sitios son
sevleccionados del conjunto comprendido por las posiciones Leu9, Argl2, Asn65, Leu66, Phe67,
Lys70, Asp71, Phe84, Asn93, Glul13, Argl25, Met148, Serl150, Ser152, Leul53, Asnl56, Pro4,
Thr6, Arg23, Leu26, Asn45, AlaS0, Asp77, Glyl04, Thr106, Lysi34, GIn158, Leul6l. Mas
preferentemente adn, dicha muteina presenta un sitio de glicosilacion en la posicion Lys70 y
ademas un sitio de N-glicosilacion en una posicion seleccionada del conjunto comprendido por las
posiciones Pro4, Arg23 y Asp77.

Preferentemente; la muteina recombinante del interferdn alfa humano de la invencidn tiene

- tres sitios de N-glicosilacion seleccionados del conjunto comprendido por las posiciones Leu9,
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Argl2, Asn65, Leu66, Phe67, Lys70, Asﬁ7l, Phe84, Asn93, Glul13, Argl25, Metl148, Serl50,
Ser152, LeulS3, Asnl56, Prod4, Thr6, Arg23, Asn45, Leu26, Ala50, Asp77, Glyl04, Thr106,
Lys134, GIn158, Leul6l. Preferentemc_ante; la muteina recombinante 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 sele;:cionados del conjunto comprendido por las posiciones
Pro4, Arg23 y Asp77.

Mas preferentemente, la muteina recombinante del interferén alfa humano de la invencion
es una muteina con cuatro sitios de N-glicosilacion seleccionados del conjunto comprendido por las
posiciones Leu9, Argl2, Asn65, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Asn93, Glull3, Argl25,
Met148, Ser150, Serl52, LeulS53, Asnl56, Prod4, Thr6, Arg23, Leu26, Asn45, Ala50, Asp77,
Gly104, Thr106, Lys134, GIn158, Leul61. Mas preferentemente aun dichos sitios son Pro4, Arg23, .
Lys70 y Asp77. ‘

En otra realizacion preferida, la muteina recombinante del interferén alfa humano de la
invencion presenta 5 sitios de N-glicosilaciéon seleccionados del conjunto de posiciones Leu9,
Argl2, Asn65, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Asn93, Glull3, Argl25, Metl148, Serl50,
Ser152, Leul53, Asn156, Pro4, Thr6, Arg23, Leu26, Asnd5, Ala50, Asp77, Gly104, Thr106,
Lys134, GIn158, Leul61. Mas preferentemente aln dichos sitios son seleccionados del conjunto
comprendido por las posiciones Pro4, Arg23, Lys70, Asp77, Asn93, Glul13.

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

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

|

2)- otra estrategia es la de ubicar todas las asparaginas presentes en la secuencia del hIFN-

a2b y sustituir el aminoacido en la tercera posicion por una serina o treonina.
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Las modificaciones realizadas en la secuencia aminoacidica del interferon alfa humano
natural para obtener la muteina recombinante de la invencion son el resultado de la modificacion
genética del gen que codifica para el interferén alfa humano 2b natural. Donde dichas
modificaciones genéticas son introducidas de manera tal que genera la secuencia consenso Asn-
Xaa-Ser/Thr en la secuencia aminoacidical del interfer6n alfa humano, donde el residuo de Asn es
susceptible de sufrir N-glicosilacion.

El gen que codifica para la 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 interferon 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, generandose asi un sitio de N-glicosilacion en una posicion
que forma parte de una estructura secundaria tipo alfa hélice. Preferentemente, dicha modificacion
en la secuencia nucleotidica se realiza en al menos una posicién seleccionada del conjunto
comprendido por las posiciones Leu9, Argl2, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Leu95, Glul13,
Argl25, Metl48, Ser150, Ser152, Leul53, Gin158.

En una de las realizaciones preferidas de la presente invencion dicho gen que codifica para
la muteina recombinante del interferon alfa humano de la invencion, ademas bresenta al menos una
modificacién genética en un codon del gen que codifica para el interferon alfa humano natural, de
manera tal que dicha modificacion genera la secuencia consenso Asn-Xaa-Ser/Thr en una posicion
fuera de una estructura secundaria alfa hélice, generandose asi un sitio de N-glicosilacién en una
posicion fuera de una estructura secundaria tipo alfa hélice. Dichas modificaciones en posiciones
fuera de estructuras secundarias tipo alfa hélice se efectiian en posiciones que se seleccionan del
conjunto comprendido por las posiciones Pro4, Thr6, Arg23, Leu26, Phe47, Ala50, Asp77, Gly104,

Thr106, Lys134, GIn158, Leul61.

30
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En una realizacién preferida de la presente invencion, dicho gen tiene una unica
modificacion en su secuencia nucleotidica y se realiza en el codén que codifica para los
aminodcidos seleccionados del conjunto comprendido por Leu9, Argl2, Leu66, Phe67, Lys70,
Asp71, Phe84, Leu95, Glull3, Argl25, Metl48, Ser150, Serl52, Leul53, GInl58. Mas
preferentemente en el codén que codifica para el aminoacido 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, Argl2, Leu66, Phe67, Lys70, Asp7l, Phe84, Leu9s, Glul13, Argl25, Met148, Serl50,

Ser152, Leul53, GInl58, Pro4, Thr6, Arg23, Leu26, Phed47, AlaS0, Asp77, Glyi04, Thr106,

Lysi34, Leul61. Mas preferentemente las modificaciones en su secuencia nucleotidica se presentan

en el codén que codifica para Lys70 y en el coddon que codifica para uno de los aminoacidos
seleccionados del conjunto comprendido por Prod, Arg23 y Asp77.

En otra realizacion preferida de esta invencion, el gen que codifica a la muteina
recombinante de la presente invencion presenta tres modificaciones en su secuencia nucleotidica de
manera tal que se generan tres sitios de N-glicosilacion, dichas modificaciones involucran los
codones que codifican para los aminoédcidos seleccionados del conjunto comprendido por Leu9,
Argl2, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Leu9s, Glull13, Argl25, Met148, Serl50, Serl52,
Leul53, GInl58, Pro4, Thr6, Arg23, Leu26, Phed47, Ala50, Asp77, Glyl04, Thr106, Lys134,
Leul6l. Mds preferentemente las modificaciones en su secuencia nucleotidica se presentan en el
codon que codifica para Lys70 y en dos codones que codifican para los aminoécidos seleccionados
del conjunto comprendido por Pro4, Arg23 y Asp77.

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

recombinante de la presente invencidn presenta cuatro modificaciones en su secuencia nucleotidica
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de manera tal que generan cuatro sitios d¢ N-glicosilacion, dichas modificaciones involucran los
codones que codifican para los aminodcidos seleccionados del conjunto comprendido por Leu9,
Argl2, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Leu95, Glul13, Argl25, Met148, Ser150, Serl52,
Leul53, GInl58, Prod4, Thr6, Arg23, Leu26, Phed7, Ala50, Asp77, Glyl04, Thr106, Lysl134,
Leul6l. Mas preferentemente las modificaciones en su secuencia nucleotidica involucran a los
codones que codifican para Pro4, Arg23, Lys70 y Asp77.

En otra realizacion preferida, el gen que codifica la muteina recombinante del interferon alfa
humano de la invencion presenta cinco modificaciones en su secuencia nucleotidica en lés codones
que codifican para los aminodcidos seleccionados del conjunto comprendido por Leu9, Argl2,
Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Leu9s, Glul13, Argl25, Metl148, Ser150, Ser152, Leul53,
GInl58, Pro4, Thr6, Arg23, Leu26, Phe47; Ala50, Asp77, Gly104, Thr106, Lys134, Leul61. Mas
preferentemente aun, en los aminodcidos sgleccionados del conjunto comprendido por Pro4, Arg23,
Lys70, Asp77, Leu95 y Glul13.

Ademas, la presente invencion provee un método para generar dichos sitios susceptibles de
N-glicosilaciéon. Dicho método implica la generacién 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 plasmido
adecuado.

b)- Generar las mutaciones necesarias para producir la muteina del interferon alfa humano
de la invencion mediante la técnica de mutagénesis sitio dirigida y

c)- Clonar el gen, modificado genéticannente 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
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expresion del gen de interés en células eucariotas. Dicho vector puede ser el vector de expresion
pCl-neo.

La técnica de mutagénesis sitio dirigida de la invencién implica la utilizacion de

oligonucledtidos disefiados especificamente para tal fin. Dicha técnica, se lleva a cabo en dos etapas.

En la primera etapa se realizan dos reacciones de PCR por separado utilizando oligonucleétidos que
hibridan en los extremos del fragmento clonado en el vector pCl-neo (oligonucledtidos
denominados IFNalfaF e IFNalfaR, Tabla I) y oligonucleétidos portando la mutaciéon puntual Tabla
Il (mut a y mut b) los cuales hibridan en la region interna del gen donde se quiere introducir la
mutacion. En el tubo a se realiza una mezcla de reaccion utilizando el oligonucledtido externo en
sentido reverso (IFNalfaR) y el oligonucledtido mut a en sentido directo. En el tubo b se realiza otra
mezcla de reaccion con el oligonucleétido_extemo en sentido directo y el oligonucledtido mut b en
sentido reverso. Los productos de PCR obtenidos en ambas reacciones se purifican a partir de una
electroforesis en gel de agarosa y se emple:an como molde para la segunda etapa. En esta segunda
etapa se realiza una segunda reaccion de PCR empleando los oligonucleétidos 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 in) y finalmente estos ultimos son agregados
para lograr su amplificacion.

Para la obtencion de una muteina recombinante del interferén alfa humano de la invencion
con mas dé un sitio de N-glicosilacion se procede de manera secuencial a construir dichas muteinas,
de la siguiente manera: primero se genera una muteina con un sitio de N-glicosilacion, mediante la
técnica de mutagénesis sitio dirigida, y luego dicha muteina como molde de partida para generar un
nuevo sitio de N-glicosilacion.

El método para la obtencion de:una linea celular eucariota derivada productora de la
muteina recombinante del interferon alfa l;umano de la invencion, mas particularmente una linea

celular CHO.K1, transfectada ¢ transformada con un plasmido de expresion, pCl-neo, el cual
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presenta dicho gen quecodifica para la muteina recombinante del interferén alfa humano de la
invencion, implica los siguientes pasos:

- Transformar ¢ transfectar una célula eucariota con el vector de expresion con el inserto
de dicho gen que codifica para la muteina recombinante del interfer6n 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 interferon alfa humano de la invencion a partir de dicha linea celular CHO.K1
productora, comprende los pasos de:

a)- cultivar la célula eucariota productora de la muteina recombinante del interferén aifa
humano de la invencién y

b)- aislar la muteina recombinante del interferon alfa humano de la invencién expresada y
excretada al medio de cultivo.

Un método, también objeto de la presente invencion, de purificacion de la muteina
recombinante del interferon alfa humano de la invencion, implica la obtencion de anticuerpos
monoclonales especificos para dicha muteina, adsorber dichos anticuerpos monoclonales en una
columna cromatografica adecuada y purificar la muteina de la invencion por cromatografia de
inmunoafinidad.

El interferon alfa puede ser expresado en bacterias, levaduras ¢ células de insectos de
acuerdo a procedimientos bien conocidos en el arte. En todos estos casos el interferon recombinante
no estara glicosilado 0 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 vitro". Para ello existen numerosos protocolos descriptos con gran detalle en las

siguientes patentes o solicitudes de patentes: WO03031464, WO09425615, W09216640,
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US20030040037, US20030003529, US20020137134, US20020019342, US20030124645,
US20020160460, US20020142370, US20020119516.

En una de las realizaciones preferidas de la presente invencion se provee un método para
producir la muteina del interferon humano de la invencion mediante los pasos de: a)- transformar 6
transfectar una célula procariota con un vector de expresion procariota adecuando que contiene el
gen que codifica para la muteina recombinante 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 en un medio de cultivo adecuado, d)-purificar, e)-
glicosilar “in vitro” el polipéptido de la muteina del interferén alfa humano expresado por el clon
del paso ¢); y f)-purificar la muteina del interferén alfa humano de la invencion.

Se analizaron perfiles de glicosilacion de diversas muteinas recombinantes del hIFN-o2b:
muteinas. con un sitio de glicosilacion fuera de estructura secundaria alfa hélice; la muteina
recombinante del interferon alfa humano d_e la invencion; el hIFN-02b natural; y una isoforma no
glicosilada; tal como se observa en la Figura 3. Todas las mutantes con un Unico sitio susceptible de
N-glicosilacién exhibieron una mezcla de isoformas de IFN-a de diferente masa molecular
correspondientes a las siguientes fracciones: no-glicosiladas; O-glicosiladas; y N-,0-glicosiladas;
siendo la proporcion de cada una de ellas \}ariable de acuerdo con la mutante analizada. En el caso
particular de la muteina cuyo gen presenta una mutacion puntual en el codén que codifica para el
aminodacido de la posicion Lys70 de manera de generar un sitio de N-glicosilacion en estructura alfa
hélice, thIFN-02bM70, se observd una mayor masa molecular con respecto a las muteinas en las
que se incorpor6 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 glicosidicas. La glicosilacion en la estructura alfa hélice confiere al oligosacérido ligado
a la Asn70 mayor resistencia y como coﬁsecuencia superior estabilidad frente a la accion dé N-

glicanasas. Estos mismos resultados son obtenidos cuando se evalia la estabilidad de una muteina



21

con un sitio de glicosilacion en la posicion Asn93, también perteneciente a una estructura
secundaria tipo alfa hélice (ver ejemplo 7).

La muteina recombinante del interferon alfa humano de la invencién en la forma de
realizacion preferida correspondiente a cuatro sitios de N-glicosilacion en posiciones Pro4, Arg23,
Lys70 y Asp77, thIFN-02bM4/M23/M70/M77, presenta un perfil de glicosilacion homogéneo con
un alto grado dé glicosilacion, tal como se observa en la figura 3. Ademas se observa en la misma
figura que esta muteina rthIFN-02bM4/M23/M70/M77 presenta un bajo contenido de 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 ocupaciéon en un rango de masas
moleculares comprendido entre 21 y 45 kDa, mds particularmente entre 30 y 45 kDa.

A partir de la creacion de estos nuevos sitios de N-glicosilacion se ha logrado mejorar la
estabilidad de la citoquina in vivo comparada con cualquiera de las isoformas del rhIFN-o2b
conocidas en el estado del arte. La creacién de la muteina recombinante del interferon alfa humano
de la invenciébn, en wuna forma preferida, con cuatro sitios de N-glicosilacion
(thIFN-02bM4/M23/M70/M77) presenta un perfil de liberacion en el tiempo equivalente a la
molécula de interferon-PEG 12000 disponible comercialmente, resultando ser un producto con alto
grado de N-glicosilacién y con un elevado grado de homogeneidad en cuanto al perfil de
glicosilacion. Por otro lado es de destacar la relevancia de que el producto obtenido no involucra
reacciones quimicas o la adicién de polimeros sintéticos.

Los resultados obtenidos de la medicion de la actividad biologica en funcién 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-glicosilacién en la posicién Lys70, presenta
un incremento de 1,63 respecto de una muteina con un nuevo sitio de N-glicosilacion en un sitio
carente de estructura alfa hélice (rhIFN-a2bM23). Esto indica la importancia de seleccionar sitios

de N-glicosilacion en estructuras tipo alfa hélice.
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La muteina recombinante del interferén alfa humano de la invencién presenta propiedades
farmacocinéticas, fisicas y quimicas mejoradas respecto a las isoformas conocidas en el estado del
arte obtenidas mediante cultivos celulares.

Una formulaéic’)n 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 crénica, hepatitis B aguda y crénica, hepatitis no-
A no-B aguda y crénica, Sarcoma de Kaposi, esclerosis multiple, verrugas genitales, leucemia,
infecciones virales, entre otras, consiste en la preparaciéon de un polvo, gel, crema, liofilizado,
tabletas o una solucién para ser administrada por una via seleccionada del grupo comprendido por
subcutanea, parenteral, oral, sublingual, intranasal o aplicacion tdpica. Dicha formulacion, en una
preparacion preferida de solucion, presenta concentraciones de 0,02mg/ml a 3mg/ml de masa de
proteina en solucion. Dichas formulaciones en solucién que comprenden el interferon de la presente
invencion, ademas comprenden un buffer, un estabilizador, un crioprotector y un solvente. Como
buffers,son utiles aquellos que mantengan el pH entre 4,5 y 7,5, preferentemente entre 6,5 y 7,0,
mas preferentemente 6,8. Entre los buffers utilizados se mencionan citrato/acido citrico,
acetato/acido acético; fosfato dibdsico/monobasico, preferentemente fosfato dibasico/monobasico
en concentracién molar entre 0,005 a 0,1 molar. Como estabilizadores preferidos son utiles los
derivados del poli(oxi-1,2- etanedil), entre éstos, mas preferentemente el mono-9-octadecenoato
poli (oxi-1,2-etanedil), Polysorbato 80, que puede utilizarse en un rango de concentrgciones de 0,01
a 1 mg/ml. Como crioprotectores son utiles carbohidratos tales como sacarosa o manitol, agentes
tensoactivos tales como glicerol, dimetilsulfoxido 6 Tween. Preferentemente el crioprotector es un
c_arbohidrato, mas preferentemente la sacarosa en un rango de concentraciones que va desde 20 a
100 mg/ml.

La presente invencion tiene como otro objeto el uso de la muteina recombinante del

interferon alfa humano de la invencion para la elaboracion de un medicamento para ser usado en un
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protocolo terapéutico que permite reducir las dosis terapéuticas del IFN alfa 2b. Puede ser
administrado como monoterapia o en forma de terapia combinada con ribavirina; como monoterapia
por via subcutanea en dosis de 0,1 microgramos/kg a 2,0 microgramos/kg del paciente por semana.
Mas preferentemente en dosis 0,5 microgramos/kg a 1,0 microgramos/kg del paciente por semana.
En el caso de terapia combinada se administra una dosis de 0,5 a 3,0 microgramos/kg por semana
de la muteina de la invencidén en combinacion con ribavirina en cépsulas. Mds preferentemente en
dosis de 1,0 a 2,0 microgramos/kg por semana de la muteina de la invencién en combinacién con
ribavirina en cépsulas.

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 realizaciones, modificaciones y
equivalentes de la misma que luego de leerse la presente descripcion, puede sugerir a aquellos
entendidos en el tema sin apartarse del espiritu de la presente invencion y/o alcance de las

reivindicaciones anexas.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Aislamiento del gen del IFN-a2b humano a partir de ADN genémico 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 reacciéon de PCR se emplearon oligonucledtidos especificos que
hibridan en ambos extremos de la secuen%:ia codificante del hIFN-02b, denominados IFNalfaF e

IFNalfaR, los cuales se indican en la Tabla 1.
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TABLA I:  Oligonucledtidos empleados para la construccion de plasmidos conteniendo

el rhIFN-a2b wild type

Secuencia nucleotidida

5" TAACGAATTCACATCTACAATGGCCTTGAC 3’

Oligonucledtido

IFNalfaF
EcoRI1
. 5" ATAGTCTAGAGTCTTTGAAATGGCAGATCA 37
IFNalfaR —Xbal

El fragmehto 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-02bws, 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. 1 se observa la secuencia nucleotidica correspondiente al ADNc del

hIFN-a2b y la secuencia aminoacidica correspondiente a la proteina codificada por el mismo.

Ejemplo 2: Seleccion de los aminoacidos a modificar en el gen del rhIFN-a2b para
obtener nuevos sitios de N-glicosila.cién

Con el objetivo de seleccionar los aminoacidos a mutar de manera de crear en forma
artificial sitios de N-glicosilacion, se decidié en primera instancia llevar a cabo el menor nimero
posible de cambios en la secuencia de aminoacidos del hIFN-02b 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 aminoacido que ocupa la

primera posicion por asparagina.
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2- Ubicacion de todas las asparaginas presentés en la secuencia del hIFN-a2b natural
(primera posicion de la secuencia consensé) y mutacion del aminoacido en la tercera posicion por
una serina o treonina.

Una vez identificados dichos aminoécidos, se procedid a estudiar los sitios de glicosilacion
resultantes de las correspondientes mutacifones teniendo en cuenta dos aspectos basicos: elevada
probabilidad de glicosilacion y conservacién de la actividad biologica de la proteina.

El primer aspecto se evalud con el objeto de generar, en lo posible, un alto grado de
ocupacién de los sitios elegidos. Para ello, se llevd a cabo el siguiente analisis:

a- Area superficial accesible al solvente (ASA %) del aminodcido ubicado en la primera
posicion de la secuencia consenso (Asn u oiro aminoacido mutado por Asn). Este estudio
proporcion6 informacion con respecto al grado de exposicion superficial del aminoacido presente
en la estructura de la proteina al cual se uniria la cadena de oligosacaridos. Este pardmetro se
calcul6 utilizando el programa informatico ASAview (Ahmed, S., Gromiha, M., Fawereh, H., Sorci,
A., BMC Bioinformatics, 2004, 5:51; http://www.netasa.org/asaview/).

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

Por otro lado, se analizaron las mutaciones seleccionadas desde el punto de vista de evitar
una pérdida de la actividad bioldgica de la proteina. Este aspecto se estudié teniendo en cuenta dos
caracteristicas:

a- Cercania del sitio probable_de glicosilacion a la region molecular involucrada en la
union 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 biologicamente inactivas del hIFN-a2b.

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

Los sitios posibles de ser sometidos a mutagénesis sitio dirigida para obtener una secuencia
consenso Asn-Xaa-Set/Thr son: Leu9, Argl2, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Leu95s, Glul13,
Argl25, Met148, Ser150, Ser152, Leul53, GIn1358 en estructuras secundarias tipo alfa hélice y Pro4,
Thr6, Arg23, Leu26, Phed7, AlaSo0, Asp7:7, Gly104, Thr106, Lys134, GIn158, Leul6] fuera de
estructuras secundarias tipo alfa hélice.

De los sitios posibles de ser sometidos a mutagénesis sitio dirigida para obtener una
secuencia consenso Asn-Xaa-Ser/Thr, fueron seleccionados los aminoacidos Pro4, Arg23, Lys70 y
Asp77 (se muestran en la figura 1) para obtener construcciones de rhIFN-02b mutadas por Asn en
las. posiciones aminoacidicas indicadas. Estos sitios seleccionados satisficieron las pruebas y

analisis mencionados anteriormente.

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

El procedimiento de mutagénesis sitio-dirigida para la introduccién de sitios de N-
glicosilacion en el gen del hIFN-a2b se realizé 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 llevaron a cabo
en termociclador, durante 30 ciclos compuestos por las siguientes etapas: desnaturalizacion a 94° C
durante 1 minuto, hibridizacion a 60° C durante 30 segundos y elongacion a 72° C durante 1 minuto.

Los oligonucledtidos empleados para llevar a cabo las mutaciones puntuales seleccionadas
se describen en la Tabla 1I. De esta manera, se obtuvo la secuencia nucleotidica correspondiente a

cuatro variantes mutadas del hIFN-02b donde se incorpord un unico sitio de N-glicosilacion,

Al
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denominadas rhIFN-02bM4, rhIFN-02bM23, rhIFN-02bM70 y rhIFN-a2bM77, en las cuales los
codones correspondientes a los aminodcidos Pro4, Arg23, Lys70 y Asp77 fueron sustituidos por un
coddn que codifica para una Asn, respectivamente.

Los fragmentos de ADN obtenidos fueron digeridos con las enzimas de restriccion EcoRI

y Xbal y clonados en el vector de expresion pCl-neo, obteniéndose las construcciones denominadas

pCl-neo-rhIFN-02bM4, pCl-neo-rthIFN-02bM23, pCl-neo-rhIFN-a2bM70 y pCl-neo-rhIFN-

a2bM77.
Tabla 1I: Oligonucledtidos empleados para la construccion de plasmidos conteniendo
las diferentes variantes glicosiladas

Oligonucledtido Secuencia nucleotidica
Mutda 5" GGGCTGTGATCTGAATCAAACCCACAGCCT 37
Mut4b 5" AGGCTGTGGGTTTGATTCAGATCACAGCCC 37
Mut23a 5" GGCACAGATGAGGAATATCTCTCTTTTCTC 3’
Mut23b 5" GAGAAAAGAGAGATATTCCTCATCTGTGCC 3°
Mut70a 5" CTCTTCAGCACAAATGACTCATCTGCTGCTTGG 37
Mut70b 5" CCAAGCAGCAGATGAGTCATTTGTGCTGAAGAG 3’
Mut77a - 5" CATCTGCTGCTTGGAATGAGACCCTCCTAGACA 37
Mut77b 5" TGTCTAGGAGGGTCTCATTCCAAGCAGCAGATG 37

Para la obtencidén de la mutant;: de rhlFN-02b con cuatro sitios de N-glicosilacion,
denominada pCI-neo-thIFN-02bM4/23/70/77, se procedid a adicionar un sitio de N-glicosilacion en
forma secuencial empleando la técnica de ﬁutagénesis sitio dirigida previamente 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 construyd una variante con tres
sitios de N-glicosilacion empleando como templado la molécula que contenia dos sitios de N-
glicosilacion. Finalmente se obtuvo la mutante con los cuatro sitios de N-glicosilacién, realizando la
reaccion de mutagénesis sobre la molécula que contenia tres sitios de N-glicosilacion. En cada paso

se realizé el clonado de cada variante en el vector de expresion pCl-neo.
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Todas las construcciones de ADN conteniendo las diferentes variantes N-glicosiladas del

rhIFN-a2b fueron secuenciadas, lo que permitié verificar el éxito de las mutaciones realizadas.

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

humano en células CHO.K1 (Chinese Hamster Ovary)

Con el objeto de evaluar la integridad del gen correspondiente a cada variante del
interferon alfa humano, su expresion, el grado de glicosilacion de la citoquina 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,
pCl-neo-rhIFN-02bM70, pCI-neo-rhIFN-a2bM77 y pCl-neo-rhiIFN-a2bM4/M23/M70/M77.

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

adicionandose medio de cultivo suplementado con SFB al 5 %(V/V). Luego de 72 horas de
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incubacién, el sobrenadante de cultivo fue cosechado con el fin de evaluar la expresion de las
variantes del rhIFN-02b glicosilado.

La evaluacion de la expresion y grado de glicosilacion de las diferentes isoformas se llevo

a cabo mediante técnica de ELISA sandwich y Western Blot, respectivamente.

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

Placas de poliestireno de fondo plano de 96 cavidades fueron sensibilizadas con 100 pl de
una solucion de 1 pgml' de mAb (100 ng por cavidad) diluido en solucién 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 foda la noche a 4°C. Luego de lavar 6 veces con solucion
salina de fosfatos (PBS), Tween 20 0,05 %i(V/V), las placas fueron bloqueadas con 200 pl PBS con
el agregado de albimina sérica bovina (BSA) al 1 % (P/V). Posteriormente, se adicionaron 100 pl
de diluciones sucesivas al medio de rthN;a2b no glicosilado (proteina estandar) desde 25 ng.m!”
hasta 0,39 ng.ml™ empleando solucién de PBS, BSA 0,1 %(P/V), Tween 20 0,05 % (V/V) (solucion
diluyente), incubandose durante 1 hora a 37°C. Luego de los lavados correspondientes, se
adicionaron 100 pl de una solucion de anticuerpos policlonales de conejo anti-rhIFN-02b diluidos
1:2.000 con solucion diluyente. Las placas se incubaron durante 1 hora a 37°C. Finalmente, se
agregaron 100 pl de anticuerpos de cabra anti-inmunoglobulinas de conejo conjugados con la
enzima peroxidasa diluidos 1:1.000 con solucion diluyente, incubandose durante 1 hora a 37°C.
Luego de lavar las placas, el revelado de las mismas se llevé a cabo empleando como sustrato agua
oxigenada 0,12 volimenes diluida en solucién de citrato fosfato 50 mM, pH 5,3 con el agregado de
o-fenilendiamina en una concentracion de 3 mg.ml™. Se adicionaron 100 pl de la solucion de
revelado a cada cavidad y las placas se incubaron en oscuridad a temperatura ambiente. Luego de
incubar las placas durante 15 minutos se determind la absorbancia de la solucién presente en cada

cavidad mediante lectura del color generado a 450 nm en un lector de placas de microtitulacion. Los
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resultados de las experiencias de transfecciones transitorias demostraron la expresion de rhIFN-a2b

recombinante para todas las variantes analizadas luego de 72 horas post-transfeccion

Ejemplo 6: Identificacion de las lvariantes de rhIFN-02b mediante técnica de Western
Blot

En primera instancia, se llevdo 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 el método descripto por Laemmli (1970). Para ello,
las muestras fueron tratadas con solucién de Tris-HCI 0,05 M, SDS 2 % (P/V), glicerol 10 % (V/V),
B-mercaptoetanol 5 % (V/V), azul de bromofenol 0,05 % (P/V), pH 6,8. Las muestras fueron
incubadas a 100 °C durante 3 minutos y sembradas directamente sobre el gel de apilamiento, éuya
concentracion de mondmero/ramificante (acrilamida/bisacrilamida) fue del 5 % (P/V). El gel de
separacion fue polimerizado con una concentracion de acrilamida/bisacrilamida del 15 % (P/V). La
corrida se llevd 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 la transferencia de las
proteinas a una membrana de nitroceluiosa (Bio-Rad). Se utilizo un protocolo estdndar de
transferencia de proteinas empleando Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20 % (V/V), pH 8,3 |
como solucion de transferencia. La transferencia se llevé a cabo a intensidad de corriente constante
de 180 mA durante 1 hora. Finalizada la misma, el éxito de la transferencia se evalu6 detectando la
presencia de proteinas con solucion de Rojo Ponceau al 0,25 % (P/V) en 4cido acético glacial 15 %
(V/V) y metanol 40 % (V/V). Posteriormente, el colorante se eluyd por lavados sucesivos con
solucidn salina de Tris (TBS) y la membra'na fue bloqueada con solucién de TBS, BSA 1 %(P/V).
Luego de tres lavados sucesivos con solucidén de TBS, la membrana fue incubada con una solucion
de anticuerpos policlonales de conejo anti-rhIFN-a2b diluidos 1:1.000 con solucién diluyente (TBS,

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

Todas las variantes con un Unico sitio susceptible de N-glicosilacion exhibieron una
mezcla de muteinas de 1FNo de diferente masa molecular, correspondientes a fracciones no
glicosiladas, O-glicosiladas y N,O-glicosilz'idas, siendo la proporcidn de cada una de ellas variable
de acuerdo con la mutante analizada. En el caso particular de la muteina thIFN-a2bM70, se observo
la expresion de muteinas de mayor masa‘ molecular con respecto a las restantes muteinas que
incorporaron un tUnico sitio susceptible de N-glicosilacion. Dichas isoformas corresponderian a
moléculas que exhiben un mayor contenido de estructuras glicosidicas. Con respecto a la muteina
thIFN-02bM4/M23/M70/M77, se observd un grado de glicosilacion variable con desaparicion de la
isoforma O-glicosilada y disminucién de la proporcion de aquellas correspondientes a un bajo grado
de ocupacion. Por otro lado, se 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 tUnico sitio o 4 sitios susceptibles de N-
glicosilacién) se confirmé la presencia de oligosacaridos unidos por enlaces tipo N mediante
tratamiento de N-desglicosilacion especifica empleando la enzima PNGasa F (Asparagina amidasa,
Biolabs). De esta manera, todas las mutel’n;as coincidieron con bandas proteicas correspondientes a
la variante O-glicosilada, confirmando la presencia de cadenas hidrocarbonadas unidas a través de

enlace N-glicosidico en los sitios incorporados. La figura 3 ilustra los resultados obtenidos.
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Ejemplo 7: Evaluacion de la estabilidad las variantes N-glicosiladas del hIFN-¢2b en
las posiciones Arg23, Asn45, Lys70 y Asn93, en presencia de la enzima PNGasa F (/V-glicanasa)

Las diferentes moléculas de hIFN-a2b, individualmente mutadas en las posiciones
aminoacidicas Arg23,’ Leud7, Lys70 y Lel;95, de manera de obtener sitios de glicosilacion en las
posiciones Arg23, Asnd5, 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 por 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 reaccion 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 incubandola
con 15 pl de solucién de Tris-HCI 0,05 M,’ SDS 2 % (P/V), glicerol 10 % (V/V), B-mercaptoetanol
5 % (V/V), azul de bromofenol 0,05 % (P/V), pH 6,8 durante 5 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 reaccion de quimioluminiscencia se estimé el
porcentaje de isoformas N,O-glicosiladas, Q-glicosiladas y no glicosiladas presentes en las muestras
mediante densitometria y posterior valoracion porcentual de las mismas empleando el software
comercial ImageMaster TotalLab V1.11 (GE Healthcare, Suecia).

En la Fig. 4 se resumen los resultados de desglicosilacion enzimadtica correspondientes a
las 4 variantes mutadas de hIFN-a2b. La mutante IFN-a2bM23 demostrd completa eliminacion del
enlace N-glicosidico luego de 150 minutols de incubacién con la enzima, mientras que la mutante
IFN-02bM47 redujo su grado de N-glicosilacion en un 50 % luego de los 30 minutos de tratamiento

enzimatico. Por otro lado, las mutantes IFN-02bM70 y IFN-02bM95 conservaron aproximadamente
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un 40 % de las variantes N,O-glicosilada al final del experimento, con respecto al total de formas de
IFN presentes en cada muestra.

En la Fig. 5 se observa la variacion porcentual de N-g.licosilacién en funcion del tiempo
expresada como porcentaje de la mism"_cl con respecto a la cantidad presente al inicio del
procedimiento de desglicosilacion enzimatica. Notoriamente, se visualiza la mayor estabilidad de
las variantes IFN-02bM70 y IFN-a2bM95 que conservaron una elevada proporcion de dicha
isoforma (90% y 70%, respectivamente) luégo de 300 minutos de reaccion.

Analizando la estructura molecular del hIFN-a2b, se observa que la posicién aminoacidica
Arg23 se halla en el inicio de un asa de conexion de dos estructuras o-hélices y la posicion
aminoacidica Phe47 se encuentra en la regién central de otra asa de conexion, lo que le conferiria
mayor susceptibilidad a la accion de la eniima desglicosilante. Las posiciones Arg70 y Leu95, en
cambio, forman parte de una a-hélice. Este tipo de estructura conferiria a ambos sitios mayor

resistencia y como consecuencia superior estabilidad a la accion de N-glicanasas.

Ejemplo 8: Evaluacién de la actividad bioldgica antiviral in vitro de las variantes

mutadas de rhIFN-a2b

La actividad biologica de las diferentes variantes del hIFN-a2b fue determinada mediante
medicion del efecto antiviral de las mismas sobre cultivos de células MDBK (Madin-Darby Bovine
Kidney, ATCC CCL-22) infectados con el virus de la Estomatitis Vesicular (VSV), cepa Indiana
(ATCC VR-158). Para ello, placas de fondo plano de 96 cavidades fueron sembrados con 100 ul de
una suspension celular de 250.000 cél.mI”! 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).
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La actividad biologica de las diferentes muteinas fue determinada mediante medicion del
efecto antiviral de las mismas sobre cultivos de células MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney,
ATCC CCL-22) infectados con el virus de la Estomatitis Vesicular (VSV), cepa Indiana
(ATCC VR-158). Para ello, placas de fondo plano de 96 cavidades fueron sembrados con 100 pl de
una suspension celular de 250.000 cél.ml”" empleando medio de cultivo MEM suplementado con L-
glutamina 2 mM, bicarbonato de sodio 2,2 mg.ml”, gentamicina 50 pg.ml" y suero fetal bovino al
10 %(V/V) (medio de crecimiento). Las placas se incubaroh durante toda la noche en estufa a 37°C
en atmosfera de CO; al 5% saturada de hu‘medad. Al dia siguiente, se elimind el sobrenadante de
cultivo y se agregaron 100 pl de sucesivas diluciones al medio de rhIFN-a2b no glicosilado
(estandar) desde 20 U.ml” hasta 0,156 U.ml’ y las correspondientes muestras a evaluar en
diluciones adecuadas. Todas las dilucione;s se efectuaron en un medio de cultivo idéntico al de
crecimiento con una concentracion de SF;B al 2% (V/V) (medio de ensayo). Las placas fueron
incubadas en estufa durante 6 horas. Transcurrido este tiempo, se retiré el sobrenadante y las placas
se lavaron mediante el empleo de medio de ensayo. Finalmente, se agregaron 100 pl de una
suspension 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 citopatica del 100 %. Las placas se incubaron
toda la noche en estufa a 37°C en atmosfera de CO, al 5% saturada de humedad. Al dia siguiente, al
observar una accidn citopatica aproximada; del 100 % en aquellas cavidades controles en ausencia
de IFN, se elimind el sobrenadante de cultivo por inversion de las placas y se procedi6 al revelado
de las mismas empleando 50 pl de solucion de cristal violeta 0,75 %(P/V) en metanol 40 %(V/V).
Las placas se incubaron a 37°C durante li5 minutos. Se eliminé el colorante y las placas fueron
lavadas con agua destilada hasta verificar lé ausencia de colorante en los lavados. Luego de escurrir
las placas, se adicionaron 250 pl de solucién de acido acético al 20 %(V/V). Las placas fueron
homogeneizadas hasta observar una coloracion uniforme en cada cavidad, determinandose

finalmente la absorbancia del colorante por mediciones espectrofotométricas a A=540 nm.
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Se determiné el pardmetro actividad biologica especifica (ABE) de cada molécula (Tabla
I1I). Las mutantes rhIFN-a2bM4, rhIFN-a2bM23 y rhIFN-a2bM77 exhibieron niveles variables de
actividad especifica en un rango comprendido entre 160 y 290 U.ng'. De esta manera, la
incorporacién de mutaciones en la secuencia proteica y/o la presencia de cadenas hidrocarbonadas
de tipo N- no alteraron significativamente la actividad de dichas variantes al comparar con la
actividad bioldgica especifica del rhIFN-a2b no-glicosilada (entre 150 y U.ng™). En el caso de la

muteina rhIFN-02bM70 se evidencido un descenso del mencionado parametro en un 48%. Sin

embargo, considerando la conservacion de la actividad bioldgica especifica de las variantes IFN-

a2bM4, IFN-a2bM23 e IFN-02bM77 y el superior grado de glicosilacion de la muteina rhIFN-.

a2bM70, se obtuvo la correspondiente muteina portadora de los mencionados 4 sitios susceptibles
de N-glicosilacion. Al evaluar su actividad biologica especifica (26 U.ng"), se observé un descenso
del 87% con respecto a la molécula no-glicbsilada.

Tabla I1I: Evaluacion de diferentes muteinas glicosiladas de rhIFN-a2b

Variante de rhIFN-02b | Concentracion (ng.ml™) ABE (U.ng")
IFN-02bM4 186 265 '
IFN-02bM23 143 287
IFN-02bM70 221 105
IFN-02bM77 153 164

IFN-02bM4/23/70/77 109 26

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

Para la obtencion de lineas celuiares estables productoras de rhIFN-02b 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 seleccion con el antibiético Neomicina (200 pg.ml™) entre 72 y 168 horas

post-transfeccion. Luego de dos semanas de cultivo en presencia del mencionado antibidtico, se

£0



-cuantificaron los niveles de expresion de la citoquina mediante técnica de ELISA sandwich y las

lineas productoras (CHO pCl-neo-rhIFN-02bM4, CHO pCl-neo-rhIFN-02bM23, CHO pCl-neo-

rh1IFN-a2bM70, CHO pCl-neo-rhIFN-a2bM77 y CHO pCl-neo-rhIFN-a2bM4/23/70/77) fueron

conservadas en nitrogeno liquido. Posteriormente, las lineas celulares que conservaron la expresion

de la citoquina fueron clonadas por el método de dilucion limite. En la Tabla IV se detallan los

clones seleccionados y su productividad especifica en fase estacionaria. En la misma, se remarcan

los clones de cada linea celular que demostraron mayor productividad, los cuales fueron empleados

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

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

los clones obtenidos

Linea Clon Productividad especifica (ng. 10°cél” .dia™)
m41A6 20,52
. m42ES 27,01
CHO pCl-neo-1FN-02bM4 A2F8 45.43
m42G5 16,40
m231F2 46,67
CHO pCl-neo-IFN-02bM23 231D7 106,93
m701E3 42,55
CHO pCl-neo-IFN-02bM70 70082 6.67
m771A6 36,95
m771C6 76,29
CHO pCl-neo-IFN-a2bM77 miza ;‘Zi;
m772E7 44,33
m772G8 36,30
CHO pCl-neo- L1AS 19,16
IFN-02bM4/23/7077 L1B8 21,26
L2A8 11,55
L2C8 39,72
3D2F5 46,50
3D2C8 12,28
3D2G8 6,65
7D1H6 16,86
7DI1F7 9,92
7D2H3 5,91
7D2A5 6,99
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7D2H7 5,46
7D2F8 2,32
7D1H6 16,86
7DIF7 . 9,92
7D2H3 5,91

Ejemplo 10: Produccion de rhIFN-02b mutado mediante el cultivo de los clones
seleccionados en condiciones de adherencia

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

En segundo lugar, se ensayaron diferentes concentraciones de SFB para suplementar el
medio de cultivo, con el objeto de disminuir el contenido proteico de los sobrenadantes y facilitar la
posterior purificacion de la variante del thIFN-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 medio de cultivo fresco conteniendo
diferentes concentraciones de suero: 5%, 1%, 0,5% y 0,1% (V/V). Luego de 24 horas de cultivo, se
observo una drastica caida de la productividad especifica al pasar de una concentracién 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, seleccionandose esta tltima concentracion de suero para llevar a cabo
la produccion. De esta manera, se logré disminuir diez veces el contenido proteico de las muestras a
purificar.

Por Gltimo, se realizd una experiencia para determinar el nimero de recambios de medio
de cultivo y el intervalo de tiempo (’)ptimq entre los mismos con el objetivo de ‘obtener la mayor
masa posible de proteina recombinante.: Se realizaron ocho cosechas y sus correspondientes

recambios de medio de cultivo cada 24 horas y cuatro cosechas cada 48 horas en cultivos en fase
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estacionaria de crecimiento. Se encontrd que la masa total acumulada del rhIFN-a2b 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 evalu6 la calidad de las proteinas
producidas demostrandose que, independiéntemente de las condiciones ensayadas, se conservo la
actividad biologica especifica y el perfil de isoformas de masa molecular de las diferentes
moléculas.

De esta manera, se procedid a la produccion de las diferentes variantes del rhlFN-o2b
empleando frascos de cultivos de 500 cm® de superficie. Para ello, se sembraron aproximadamente
2.10° cél.ml” empleando medio de cultivo MC suplementado con SFB al 5% (V/V). Cuando el
cultivo alcanzd la fase estacionaria de crecimiento se iniciaron los recambios secuenciales cada 48 y
72 horas empleando medio de cultivo MC suplementado con SFB al 0,5% (V/V). El sobrenadante
de cultivo fue centrifugado a 3.000 r.p.m durante 10 minutos y conservado a -20°C para la posterior

purificacion de la variante correspondiente.

Ejemplo 11: Purificacion del muteina recombinante del interferén alfa humano de la
invencion a partir de sobrenadantes de cultivo

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

En primera instancia, se realizd la produccién in vivo del mAb en liquido ascitico,
empleando un lote de 10 ratones BALB/c hembras de 2 meseé de edad. Para ello, se realizo la
inoculacion intraperitonial de 0,5 ml de 4cido 2, 6, 10, 14-tetrametildecanoico (Pristane®, Sigma) a

cada raton y luego de 10 dias se realizo la inoculacion de 2.10° células de hibridoma por animal
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resuspendidas en 0,5 ml de PBS por la misma via. El liquido ascitico fue recolectado por puncion
de la region intraperitoneal con aguja de 1,2 mm de diametro, a partir de la prilnefa semana
posterior a la inoculacién de hibridomas. La concentracion de inmunoglobulinas murinas en el
fluido ascitico se determind mediante técnica de ELISA sandwich.

La purificacion del mAb se realizo por cromatogra.fia de afinidad empleando una columna
de proteina A Sepharose High Trap de 5 ml (GE Healthcare), siguiendo la técnica descripta por

Harlow y Lane (1998). La concentracion de inmunoglobulina pura fue calculada mediante lectura

lem

espectrofotométrica a 280 nm utilizando un coeficiente de extincion porcentual (E” ) de 12,5.

lem

Multiplicando 10 x (E/” )" por la lectura'de densidad ptica se obtiene la concentracion de mAb

expresada en mg.ml”.

El ligando de afinidad fue acoplado a una matriz de Sepharose 4B activada con bromuro de
cianégeno siguiendo el protocolo estandar (GE Healthcare). El porcentaje de acoplamiento del mAb
a la resina fue de un 98,3% 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-02b con un sitio de N-glicosilacion
y con cuatro sitios de N-glicosilacion se describe a continuacion. El sobrenadante de cultivo que
contém’a la citoquina fue acondicionado mediante el agregado de Triton X-100 hasta alcanzar una
concentracion de 0,3% (V/V). La muestra acondicionada se aplicé a la columna previamente
equilibrada con solucion de Tris 0,1 M, Triton X-100 0,3% (V/V) (pH 7,5) a un flujo de 0,5 ml.min°
L Posteriormente, se lavo con 3 volﬂmeﬁes de columna empleando cada una de las siguientes
soluciones:

1-solucion de NaCl 0,5 M, Triton X-100 0,2% (V/V) en Tris 0,025 M (pH 7,5).

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

La elucion del rhIFN-02b fue evaluada empleando tres soluciones diferentes:

4
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1- solucién de NaCl 0,15 M en 4cido acético 0,2 M (pH 3,0)

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

3- solucioén 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 % (P/V) en Tris
0,025 M (pH 7.,5).

La presencia del rhIFN-a2b fue evaluada en todas las fracciones mediante técnica de
ELISA séndwich, 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).

La eficiencia de purificacion se estudié mediante la técnica de SDS-PAGE en condiciones
reductoras con posterior tincion argéntica y ensayos de Western blot (Figura 6). El porcentaje de
pureza, estimado por densitometria de bandas, fue del 85 %. Ademas, los ensayos 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 cultivo.

Ejemplo 12- Evaluacion de los parametros farmacocinéticos de las variantes con un
unico sitio de N-glicosilacion denominadas rhIFN-02bM23 y rhIFN-¢2bM70 en animales de

experimentacion empleando la via de inoculacion subcutinea

Se evaluaron las propiedades farmacocinéticas de las variantes con un sitio susceptible de

N-glicosilacion fuera de regiones a-hélice (rhIFN-02bM23) y formando parte de una a-hélice
(rhIFN-02bM70), empleando la via de inoculacién subcuténea. Para tal fin, ratas Wistar hembras,
de dos meses de edad, con un peso pro@edio de 200 g fueron inoculadas con las mencionadas
variantes de IFN empleando una dosis anica de 5 x 105 U.Kg"' de peso corporal del animal.
Posteriormente, a diferentes tiempos post inyeccion se recolectaron muestras de sangre mediante

puncién de la vena retroorbital empleando capilares heparinizados y se determiné la presencia de la
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citoquina cuantificando su actividad bioldgica volumétrica. Con los datos obtenidos se grafico
actividad bioldgica de cada muestra en funcion del tiempo (Fig. 7). El mismo experimento se llevo
a cabo empleando la molécula de IFN wild type (rhIFN-a2bwt).

El calculo del area debajo de las curvas (AUC) de actividad biologica en funcion del
tiempo correspondiente a la variante glicosilada rhIFN-02bM70 demostrd un incremento en una

magnitud de 1,63 veces con respecto a la variante rhIFN-a2bM23.

Ejemplo 13: Evaluacion de parametros farmacocinéticos de las diferentes variantes

de rhIFN-02b en animales de experimentacion

13-a)- Via de inoculacidén endovenosa

Con el propésito de evaluar la influencia de la porcion glicosidica sobre los parametros
farmacocinéticos de las variantes gliqosiladas de rhIFN-a2b se selecciond la variante
rhIFN-02bM77 (representante de las moléculas con un Gnico de sitio susceptible de N-glicosilacion
fuera de una estructura alfa-hélice) y la muteina rhIFN-02bM4/23/70/77. Los estudios se realizaron
en comparacion con la molécula de rhIFN-a2b producida en bacterias (no-glicosilada) y la version
conjugada covalentemente con una molécula de polietilenglicol (PEG) de 12 kDa (rhIFN-a2b-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 tnica 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-inyeccién. se recolectaron muestras de sangre mediante puncion de la vena
retroorbital empleando capilares hepariniza&os. A partir de las mismas, se determiné 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
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calcul6 el porcentaje de actividad biologica remanente en cada muestra con respecto a las unidades
de actividad bioldgica de IFN suministrada a cada rata y se graficd dicho porcentaje en funcion del
tiempo transcurrido desde su inoculacién (Fig.8).

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

C=A.e™+B.e™

donde C es la fraccion del farmaco remanente en la circulacion al tiempo t, A y tl son
parametros de la fase inicial que reflejan la distribucion de la proteina a los fluidos extravasculares
del organismo, mientras que B y t2 son pardmetros que caracterizan la fase terminal de eliminacion
del farmaco.

De esta manera, se realiz6 un ‘ajuste de regresion para todas las curvas obtenidas,
determindndose los parametros farmacocinéticos que se detallan en la Tabla V.

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

rhIFN-02b.
Variante t1 (minuto) t2 (minuto) Cleara,n'ce .
plasmatico (ml.min™")
rhIFN-a2b noglicosilado 2,3+0,1 14,1 +2,8 3,21
rhiFN-a2b M77 2,4+0,2 62,0 £0,7 2,33
rh1FN-a2b M4/23/70/77 4,7+0,3 125,8 £ 16,4 0,36

rhIFN-a2b-PEG (12kDa) 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 thIFN-a2b no-glicosilado e rhIFN-02bM77 es similar entre si
resultando inferior con respecto al calculado para las variantes rhIFN-02bM4/23/70/77 y rhIFN-
a2b-PEG. Por otro lado, el tiempo de vida media correspondiente a la fase de eliminacion fue

superior para la variante de rhIFN-a2bM4/23/70/77.
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Teniendo en cuenta las variantes no glicosiladas y glicosiladas de IFN, se observd un
descenso del clearance plasmatico a medida que se incremento el contenido de hidratos de carbono.
En el caso particular de la variante rhIFN-a2bM4/23/70/77, se visualizé una reduccion en dicho
pardmetro en una magnitud de 9 veces con'respecto a la molécula de rhIFN-02b no modificada. Por
otro lado, no se observaron diferencias significativas en el célculo del clearance plasmatico

correspondiente a las moléculas de rhIFN-02bM4/23/70/77 y rhIFN-02b-PEG.

12 b)-Via de inoculacion subcutanea

Adicionalmente, se evaluaron las propiedades farmacocinéticas de la muteina con cuatro
sitios susceptibles de N-glicosilacion (IFN-a2bM4/23/70/77) empleando la via de inoculacion
subcutanea. Para tal ﬁh, ratas Wistar hembras, de dos meses de edad, con un peso promedio de 200
g fueron inoculadas con la mencionada variante de IFN empleando una dosis uinica de 5 x 10° U.Kg’
' de peso corporal del animal. Simultdneamente, se inocularon animales con idéntica dosis de
rhIFN-02b no glicosilado 6 rhIFN-02b-PEG 12kDa. Posteriormente, a diferentes tiempos post
inyeccion se recolectaron muestras de sangre mediante puncién de la vena retroorbital empleando
capilares heparinizados. A partir de las mismas, se determind la presencia de la citoquina
cuantificando su‘ actividad biologica volumétrica mediante el ensayo de valoracion de la actividad
biologica in vitro anteriormente mencionado. Con los datos obtenidos se graﬁcé actividad biologica
de cada muestra en funcién del tiempo (Fig. 9).

El célculo del area debajo de las curvas (AUC) de actividad bioldgica en funcién del
tiempo correspondiente a la variante N-gliqosilada rhIFN-02bM4/23/70/77 demostrd un incremento
en una magnitud de 37 veces con respecto a la variante no glicosilada de la citoquina.
Simultaneamente, la citoquina glicosilada alcanz una concentracién maxima de actividad bioldgica
a partir de la primera hora post-inyeccion manteniéndose aproximadamente constante durante 10

horas. Dicha concentraciéon maxima fue superior a la alcanzada por la variante no glicosilada, la
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cual se evidencié como un pico de concentracion luego de 30 minutos posteriores a la inoculacion
de la misma. Finalmente, los niveles de actividad biolégica de esta ultima variante se tornaron no

detectables luego de 4 horas post-inyeccion.
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REIVINDICACIONES

Habiendo asi especialmente descrito y determinado la naturaleza de la presente invencion y
la forma como la misma ha de ser llevada a la practica, se declara reivindicar como de propiedad y
derecho exclusivo:

1.Una muteina recombinante del interferén alfa humano con al menos un sitio de
glicosilacién en una posicion de su secuencia aminoacidica caracterizada porque dicha posicion
forma parte de una estructura secundaria tipo alfa hélice.

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

3. La muteina recombinante del interferén alfa humano de acuerdo con la reivindicacion 2
caracterizada porque dicho sitio de N-glié@silacic’m se encuentra en una secuencia consenso de
glicosilacion.

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

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

6. La muteina recombinante del interferdn 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 po§iciones comprendido por Leu9, Argl2, Asn65, Leu66,
Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Asn93, Glulll3, Argl25, Metl148, Ser150, Ser152, Leul53, Asnl56.

7.La muteina recombinante del interferon alfa humano de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones anteriores caracterizada porque ademas posee al menos un sitio de glicosilacion en

una posicion fuera de una estructura tipo alfa hélice.
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8. La muteina recombinante del interferon alfa humano de acuerdo con la reivindicacion 7
caracterizada porque dicho sitio de glicosilacion en una posicion fuera de una estructura secundaria
tipo alfa hélice es seleccionada del conjuhto comprendido por las posiciones Pro4, Thr6, Arg23,
Leu26, Asn45, Ala50, Asp77, Gly104, Thr106, Lys134, GIn158, Leul61.

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

10. La muteina recombinante del interferon 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,
Glull13, Argl25, Met148, Ser150, Ser152, Leul53, Asnl56.

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

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

13. La muteina recombinante del interferén alfa 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 posiciénes Leu9, Argl2, Asn65, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84,
Asn93, Glull3, Argl25, Metl148, Ser150, Ser152, Leul53, Asnl156, Pro4, Thr6, Arg23, Leu26,
Asnd5, Ala50, Asp77, Gly104, Thr106, Lys134, GIn158, Leul61.

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

reivindicacion 13 caracterizada porque posee un sitio de N-glicosilacion en la posicion Lys70 y un
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sitio de N-glicosilacion en una posiciéﬁ fuera de una estructura secundaria tipo alfa hélice
seleccionado del conjunto comprendido por las posiciones Pro4, Arg23 y Asp77.

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

17. La muteina recombinante del interferon alfa humano de acuerdo con Ia
reivindicacion 16 caracterizada porque dichos sitio; de N-glicosilacion son seleccionados del
conjunto comprendido por las posiciones Leu9, Argl2, Asn65, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84,
Asn93, Glull3, Argl25, Met148, _SerlSO, Ser152, Leul53, Asnl56, Pro4, Thr6, Arg23, Leu26,
Asn45, Ala50, Asp77, Gly104, Thr106, Lys134, GIn158, Leul6].

18. La muteina recombinante del interferon alfa humano de acuerdo con la
reivindicacion 17 caracterizada porque posee un sitio de N-glicosilacion 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 interferon alfa humano de acuerdo con la
reivindicacion 19 caracterizada porque dichos sitios de N-glicosilacién son seleccionados del
conjunto comprendido por las posiciones L¢u9, Argl2, Asn6S5, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84,
Asn93, Glull3, Argl25, Met148, Ser150, Serl152, Leul53, Asnl56, Prod4, Thr6, Arg23, Leu26,

Asn45, Ala50, Asp77, Gly104, Thr106, Lys134, GIn158, Leul61

o

21. La muteina recombinante del interferébn alfa humano de acuerdo con la ,

reivindicacion 19 caracterizada porque dichos sitios de N-glicosilacién involucran las posiciones
Prod, Arg23, Lys70 y Asp77.
22. La muteina recombinante del interferobn alfa humano de acuerdo con las

reivindicaciones 1 a 8 caracterizada porque comprende cinco sitios de N-glicosilacion.
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23. La muteina recombinante del interferon alfa humano de acuerdo con la
reivindicacion 22 caracterizada porque dichos sitios de N-glicosilacion son seleccionados del
conjunto comprendido por las posiciones Leu9, Argl2, Asn65, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84,
Asn93, Glull3, Argl25, Metl48, Serl50, Serl152, Leul53, AsﬁlS6, Pro4, Thr6, Arg23, Leu26,
Asnds, Ala50, Asp77, Gly104, Thr106, Lys134, GIn158, Leul6l.

24. La muteina recombinante del interferon alfa humano de acuerdo con la
reivindicacion 23 caracterizada porque los sitios de glicosilacion son seleccionados del conjunto
comprendido por las posiciones Pro4, Arg23, Lys70, Asp77, Asn93 y Glul13.

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

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

27. El gen de las reivindicaciones 25 y 26 caracterizado porque dicho interferon 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 aminoéacidos seleccionados del conjunto comprendido por los
aminodacidos Leu9, Argl2, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Leu95, Glul13, Argl25, Met148,
Ser150, Ser152, Leul53, GIn158.

29. El gen de cualquiera de las reivindicaciones 25 a 28 caracterizado porque dicho gen
presenta ademds al menos una mutacion sitio dirigida que genera una secuencia consenso tipo Asn-
Xaa-Ser/Thr, donde la Asn es susceptible de sufrir una union N-glicosidica con un oligosacarido y
esta fuera de una estructura secundaria tipo alfa hélice.

30. Elgendela réivindicacién 29 caracterizado porque dicha mutacidn sitio dirigida, que

genera un sitio de N-glicosilacion fuera de una estructura secundaria tipo alfa hélice, se realiza en
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los aminoécidos seleccionados del conjunto comprendido por Pro4, Thr6, Arg23, Leu26, AlaSo0,
Leu66, Phe67, Asp77, Gly104, Thr106, Ly;134, GInl158, Leul6l.

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

32. El gen de acuerdo con la reivindicacion 31 caracterizado porque dicha mutacion se
realiza en los aminodcidos seleccionados del conjunto comprendido por los aminoacidos Leu9,
Argl2, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Leu95, Glul13, Argl25, Met148, Ser150, Serl52,
Leul53, GIn158.

33. El gen de las reivindicacion 31 caracterizado porque dicha mutacion se realiza en el
aminoécido de la posicion 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 aminoécidos seleccionados del conjunto comprendido por los aminoéacidos Leu9,
Argl2, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Leu95, Glul13, Argl25, Metl148, Ser150, Serl52,
Leul53, GIn158, Pro4, Thro, Arg23, Leu26, Phed7, Ala50, Asp77, Gly104, Thrl06, Lysl34,l
Leul6l.

36. El gen de acuerdo con la reivindicacion 34 caracterizado porque dichas mutaciones
se realizan en el aminoécido correspondiente a la posicion Lys70 y en un aminoacido seleccionado
del conjunto comprendido por los aminoacidos Pro4, Arg23 y Asp77.

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

38. EIl gen de acuerdo con la reivindicacion 37 caracterizado porque dichas mutaciones

se realizan en los aminodcidos seleccionados del conjunto comprendido por los aminoacidos Leu9,

Argl2, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Leu9s, Glull3, Argl25, Metl48, Ser150, Ser152,
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Leul53, Gln158, Prod, Thré, Arg23, Leu26, Phed7, Ala50, Asp77, Gly104, Thr106, Lys134,
Leul6l.

39. El gen de acuerdo con la reivindicacion 37 caracterizado porque dichas mutaciones
puntuales se realizan en el aminodcido correspondiente a la posicion Lys70 y a dos de los
aminodcidos seleccionados del conjunto comprendido por los aminoacidos 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 reivindicacion 40 caracterizado porque dichas mutaciones
se realizan en los aminoacidos seleccionados del conjunto comprendido por los aminoécido‘s Leu9,
Argl2, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Phe84, Leu9s, Glul13, Argl25, Met148, Ser150, Serl52,
Leul53, GIn158, Pro4, Thr6, Arg23, Leu26, Phe47, Ala50, Asp77, Gly104, Thr106, Lys134,
Leul6l.

42. El gen de acuerdo con la re?vindicacién 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 cinco
mutaciones sitio dirigida. |

44. El gen de acuerdo con la reivindicacion 43 caracterizado porque dichas mutaciones
se realizan en los aminoéacidos seleccionadps del conjunto comprendido por los aminoécidos Leu9,
Argl2, Leu66, Phe67, Lys70, Asp71, Ph¢84, Leu9s, Glul13, Argl25, Metl148, Ser150, Serl52,
Leul53, GInl58, Prod4, Thr6, Arg23, Leu26, Phed47, AlaS0, Asp77, Gly104, Thri06, Lys134,
Leulél.

45. El gen de acuerdo con la reivindicacién 43 caracterizado porque dichas mutaciones
se realizan en los aminoécido seleccionados del conjunto comprendido por los aminoacidos Lys70,

Prod, Arg23, Asp77, Leu95 y Glul13.
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46. 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:

a)- clonar el gen que codifica para el interferén 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,

c)- 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 interfer6n alfa humano d;: acuerdo con las reivindicaciones 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 1 a 24.

48. El método de la reivindicacién 47 caracterizado porque la linea celular eucariota
comprende a una linea celular derivada de la linea CHO.K1.

49. Un procedimiento para producir la muteina recombinante del interferén alfa humano
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24 caracteriiado porque comprende los pasos
de:

a)- cultivar dicha célula eucariota transformada o transfectada con un vector de expresion

que contiene el gen que codifica para la muteina del interferon alfa humano de las reivindicaciones

1 a24.
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b)- aislar la muteina recombinante del interferon alfa humano excretada al medio de
cultivo.

50.  Un procedimiento para purificar la muteina del interferon humano de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24 presente en el medio de cultivo de la reivindicacion 49
caracterizado porque la purificacion de dicha muteina se realiza mediante cromatografia de
inmunoafinidad.

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

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 interferoén alfa humano de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24 mediante la técnica de mutagénesis sitio
dirigida,

c)- clonar el gen modificado genéticamente obtenido en el paso b, en un
vector de expresion procariota adecuado.

52.  Un método para producir la muteina recombinante del interferén humano de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24 caracterizado porque comprende los pasos de:

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

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

c)-culﬁvar dicho clon, transformado o transfectado, con dicho vector de expresion
procariota adecuado que contiene el gen que codifica para la muteina del interferén alfa humano de

las reivindicaciones 1 a 24.
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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 interferén alfa humano de

acuerdo con las reivindicaciones 1 a 24. g

f)-purificar la muteina del interferén alfa humano de las reivindicaciones 1 a 24.

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

54. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 53 caracterizada porque ademas
contiene excipientes farmacoldgicamente aceptables.

55. La composicion farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 53 6 54
caracterizada porque dicha composicion es administrada para el tratamiento de melanomas,
hepatitis C cronica, hepatitis B aguda y crénica, hepatitis no-A no-B aguda y crénica, Sarcoma de
Kaposi, esclerosis multiple, verrugas genitales, leucemia, infecciones virales.

56. La composicion farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 53 a 55
caracterizada porque dicha composicion es administrada a un mamifero, preferentemente humano,
en una dosis de entre 0,1 y 2,0 ng/Kg semanal.

57. La composicién de acuerdo con las reivindicaciones 53 a 56 caracterizada porque es
administrada en combinacion con ribavirina.

58.  Un método para el tratamiento de melanomas, hepatitis C cronica, hepatitis B aguda
y crénica, hepatitis no-A no-B aguda y cronica, Sarcoma de Kaposi, esclerosis multiple, 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 interferon alfa humano de acuerdo con las

(B
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reivindicaciones 1 a 24, y en donde dicha composiciéon comprende ademas excipientes
farmacolégicamente aceptableé.

59. El método de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizado porque la muteina
recombinante del interferén alfa humano de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24
es admini.strada 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 interferon alfa humano de acuerdo con cualquiera 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 interferén alfa humano de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24 para elaborar un medicamento para el tratamiento de
melanomas, hepatitis C cronica, hepatitis B aguda y cronica, hepatitis no-A no-B aguda y crénica,
Sarcoma de Kaposi, esclerosis miltiple, verrugas genitales, leucemia, infecciones virales.

62. El uso de la muteina recombinante del interferén alfa humano de acuerdo con la
reivindicacion 61 caracterizado porque dicho medicamento es administrado en una dosis de entre
0,1y 2.0 pg/Kg semanal.

63. El uso de la muteina recombinante del interferon alfa humano de acuerdo con la
reivindicacion 61caracterizado porque dicho medicamento es administrado en una dosis de entre 05
y 1.0 ng/Kg semanal en combinacidn con ribavirina.

64. El uso de la muteina recombinante del interferon alfa humano de acuerdo con la
reivindicacién 61 caracterizado porque dicho medicamento es administrado por una via
seleccionada del grupo comprendido por las vias subcutdnea, parenteral, oral, sublingual e

intranasal, topica.
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Péptido sefial

-2 IFNalfaF et  Ala Leu Thr FPhe Afa teu Leu Val Ala Leu
...l TAACGAATTC ACATCTACAA TGGCCTTGAC CTTTIGCITTA CTGGTGGCCC
-2 . Cys Asp Leufl Pro

LAV ICCTEGTCCT  CAGCTGCAAG TCAAGCTGCT CTGTGGGCTS TGATCTYCCT] |
+2 GIn  Thr His Ser Leu Gly Ser Arg  Arg Thr Leu Met Leu Leu Ala GIn Met-
A0 CARACCCACA GCCTGGGTAG CAGGAGGACC TTGATSCTCC TGGCACAGAT
~2 -Mer Arg] Arg lie Ser Leu Phe Ser Cys Leu Ly= Asp Arg His Asp Fhe Gly Fhe-
ASL  SAGRAGHATC TCTCTTTTCT CCTGCTTGAA GGACAGRACAT GACTTTGGAT
+2 Phe Pro Sin Glu Glu  Phe Gily Asn Gin Phe Gin Lys Ala Gha The fle Fro
201  TTCCCCAGGA GGAGTTTGGC AACCAGTTCC ARAAGGCTGA AARCCATCOGCT
«2 Yal Leu His Gilu et e Gin Giln fle Phe Asn Leu Phe Ser Thr | Lys |Asp:
251 GTCCTCCATG AGATCGAICCHE GCAGATCTTC AATCTCTTCA GCACHLAGGA
+2 -Asp Ser Ser Ala Ala Trp | Asp] Glu Thr Leu Leuy Aszp Lys Phe Tyr Thr Glu Leu-
301 CTCATCTGCT GCTTCGQSATS AGACCCTCCT AGACRAATTC TACACTGALC |
+2 Leu Tyr Gin Gin Leu Asn  Asp Leu Glu Afa Cys Wat lle Gin Gily val Gly
351 TCTACCAGCA GCTGAATGAC CTGGAAGCCT GTGTGATACA GGGGGTGGGS
-2 Yat Thr Giu Thr Fro Leu Met  Lys Gilu asp Ser lle Leu Hta Val Arg Lys
201 GTGACAGAGA CTCCCCTGAT GAAGGAGGAC TCCATICTGG CTGIGAGGAA |
-2 Lys Tyr Phe Gin arg [11=3 Thr Leu Tyr Leu Lys Gilu Lys Lys Tyr Ser Pro Cys
451  ATACTTCCAAR AGAATCACTC TCTATCTGARA AGAGRAGAAR TACAGCCCTT __
+2 ‘Cys Als Trp Gilu val Vval srg Ala Glu lle MMet  Arg Ser Fhe Ser Leu Ser
201 GTGCCTGEGA SGTITGTCAGA GCAGARATCA TGAGATCTIT TICTTTGICA
-2 Thr Asn Leu Gin Glu  Ser Leu Arg  Ser Lys Gilu b
551 ACARACTTGC AAGAAAGTTT AAGRAGTAAG GAATGARAAC TGGTTCAACH
601 TGGAAATGAT TTITCATTGAT TCGTATGCCAE GCTCACCTTIT TTATGATCTS .
L5131 CCATTTCRAAAL GACTCTAGAC TAT . __._..°% .
IFNalfaR

Figura 1
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Mutagénesis sitio-dirigida mediante  secuencia

Etapa |

Etapa ll

extension por solapamiento wild type
. Z = ADN e —
IFNaIféF "m}b molde l’%‘a, IFNalfaR
l PCR CON CEBADORES MUTADOS l
 Purificacién de los fragmentos
N Mezcla
- 51‘:’:’:3% ~ Reaccitn de fil-in

l PCR CON CEBADORES EXTERNOS

ADN mutado

Figura 2
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Figura 3
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Figura 6 (A y B)
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RESUMEN

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

farmacéutica de dicha muteina, el uso de dicha muteina para elaborar un medicamento

M
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REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT
PATENTE DE INVENCION [l/]/ MODELO DE UTILIDAD [ ]
4 Indicacién de que se solicita la concesion de una patente [P}/
€ Datos de identificacion del solicitante.o de la persona que presenta la sohcntud [ ¥
¢ Descripcion de la invencion Cd
- Dibujos de ser estos pertinentes [X]
¢ Comprobante de pago de las tasas establemdas [
COMPLETA [ ]  INCOMPLETA [ ]
DISENO INDUSTRIAL [ ]
~# Indicacién de que se sohc:ta el registro de Disefio Industrial [ 1]
4 Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta ia solicitud [ ]
4 Representacion grafica v fotografica del Disefio Industrial 0 muestra del [
material que incorpora el disefio
€ Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]
‘COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ 1}
ESQU‘EMA DE TRAZADO [ ]
¢ Indicacion de que se sohcsta el registro de un Esquema de Trazado e
¢ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢ Representacion gréfica del esquema trazado . [-1
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