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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO  

DIRECCIÓN DE NUEVAS CREACIONES 

E.   S.   D. 

 

 

Re: Expediente No. NC2017/0004318 

Solicitud de patente a nombre de TEVA PHARMACEUTICALS AUSTRALIA PTY 

LTD 

 

 

Yo, CAROLINA DAZA MONTALVO identificada como aparece al pie de mi firma, 

domiciliada en la Carrera 11 No. 86-53, obrando como apoderada de la sociedad TEVA 

PHARMACEUTICALS AUSTRALIA PTY LTD, domiciliada en New South Wales, 

Australia, solicitante de la patente de la referencia, en respuesta al Oficio No. 803 

notificado mediante notificación electrónica el 12 de marzo de 2019, relacionado con el 

segundo concepto técnico de fondo, y teniendo en cuenta la solicitud presentada el 31 

de mayo de 2019, mediante la cual se solicité prórroga para dar respuesta al referido 

oficio, atentamente me permito manifestar que: 

1. Modificación al capítulo reivindicatorio 

Con fundamento en la facultad que confiere el artículo 34 de la Decisión 486 al 

solicitante para modificar la solicitud de patente en cualquier momento del trámite, 

presento junto con este memorial un nuevo capítulo reivindicatorio, el cual consta de 

17 reivindicaciones y reemplaza completamente el capítulo presentado anteriormente. 

En el nuevo capítulo reivindicatorio se realizaron las siguientes modificaciones: 

 

1.1 Como primera medida, siguiendo la amable recomendación del examinador, se 

modificó la reivindicación 7 incorporando las características técnicas de las 

antiguas reivindicaciones 8 y 9 con el propósito de definir el anticuerpo en 

términos de las secuencias de amino ácidos de las regiones variables de cadena 

ligera y de la cadena pesada, a la vez que se señala el antígeno blanco de la 

actividad del anticuerpo. 
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1.2 Finalmente, las demás reivindicaciones han sido modificadas sólo para propósitos 

de reenumeración y para corregir su dependencia. 

 

En cuanto a estas modificaciones, me permito decir que las mismas no amplían de 

ninguna manera la materia objeto de la presente solicitud y que se realizaron siguiendo 

las recomendaciones realizadas por el examinador y con el ánimo de superar las 

objeciones de claridad, concisión y sustento en la descripción planteadas por el 

examinador en su concepto técnico, por lo que es posible afirmar que el nuevo pliego 

reivindicatorio se ajusta a las disposiciones del artículo 30 de la Decisión 486/00. 

 

2. Concisión, sustento de las reivindicaciones y unidad de invención 

El solicitante manifiesta que mediante la presentación del nuevo capítulo reivindicatorio 

quedan subsanadas la totalidad de las objeciones, de modo tal que las nuevas 

reivindicaciones proporcionan concisión a la invención descrita, se encuentran 

sustentadas en la descripción y representan un único concepto común inventivo. No 

obstante, a continuación se presentan algunas aclaraciones con respecto a las 

sugerencias planteadas por el examinador en su concepto técnico. 

1.1 Las reivindicaciones 1 y 4 son concisas 

El examinador sostiene que las reivindicaciones 1 y 4 no son concisas porque considera 

que el segundo dominio del polipéptido de fusión de SEQ ID NO: 1 se caracteriza 

mediante la expresión: “interferón alfa aglicosilado”, sin que se define a dicha variante 

de IFN alfa, por lo cual considera que las reivindicaciones incluirían cualquier alternativa 

presente o futura que lleve a una molécula IFN alfa aglicosilada, es decir que, considera 

que la invención reivindicada comprendería cualquier sustitución en cualquier residuo 

de aminoácido que modifique un sitio potencial de glicosilación de dichas SEQ ID NO: 1 

y 2. El examinador señala que de acuerdo con los servidores web para la determinación 

de sitios de O-glicosilación (NetOGlyc 4.0 Server1), solo existe un sitio potencial de O-

glicosilación en las SEQ ID NO: 1 y 2 que corresponde a la posición 11, mientras que la 

descripción y las reivindicaciones dependientes mencionan que la aglicosilación se debe 

a una sustitución en las posición 106 de dichas secuencias, por lo que sugiere 

suministrar la posición de la sustitución y los aminoácidos sustituyentes de manera que 

se defina de manera precisa y mediante la estructura la variante de IFN alfa incluida en 
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la proteína de fusión, ya que considera que de acuerdo con la descripción esto 

corresponde a una característica esencial de la invención.  

Al respecto, respetuosamente manifestamos nuestro desacuerdo con la opinión del 

examinador. La objeción del examinador en cuanto a la caracterización del IFNα2b 
aglicosilado del polipéptido de fusión de la invención se deriva de una incorrecta 

apreciación de la reivindicación 1, puesto que el examinador considera que el IFNα 
puede estar glicosilado en una posición diferente al residuo de treonina de la posición 

106 (T106), entre ellos el residuo de serina en la posición 11, por lo que estima que la 

expresión “interferón alfa aglicosilado” corresponde a un resultado a alcanzar. Esto es 

incorrecto, al menos por los motivos señalados a continuación.  

En primer lugar, se desea señalar que, contrario a lo afirmado por el examinador, una 

persona del oficio normalmente versada en la materia entendería que el IFNα se 

encuentra glicosilado únicamente en el aminoácido de la posición 106. Al respecto, se 

presenta anexa al presente escrito copia de la publicación científica por Adolf et al. De 

1991 titulada “Natural human interferon-a2 is O-glycosylated” y publicada en 

Biochemical Journal. (volumen 276, paginas 511–518), en donde se confirma que la 

única posición de glicosilación en IFNα2b está ubicada en el residuo de treonina de la 

posición 106 (T106). Por lo tanto, es claro que cualquier sustitución del residuo de 

aminoácido en esta posición dará como resultado una pérdida de glicosilación y que es 

la sustitución en la posición T106 la que resulta en la aglicosilación, independientemente 

de la manera en que se produce la molécula. 

Por otra parte, se hace notar que, contrario a lo señalado por el examinador, en las 

reivindicaciones independientes 1 y 4, el segundo dominio del polipéptido de fusión no 

se caracteriza mediante la expresión: “interferón alfa aglicosilado”, sino que se 

caracteriza por sus características técnicas estructurales, tales como sus secuencias de 

aminoácidos, indicando el número de las mismas, las cuales corresponde a las SEQ ID 

NO: 1 y SEQ: 2 del listado de secuencias presentado junto con la solicitud, el cual 

cumple con los estándares de presentación para listados de secuencias de aminoácidos 

vigentes para solicitudes PCT. En particular, se hace notar que en el listado de 

secuencias se indica que la posición 106 de la SEQ ID NO: 1 corresponde a un 

aminoácido modificado representado como “Xaa”, el cual de acuerdo con la entrada 

<223> de la SEQ ID NO: 1 puede ser cualquier aminoácido seleccionado de A, C, D, E, 

F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, V, W, y Y; Por su parte, el listado de secuencias indica en 

la entrada <223> de la SEQ ID NO: 2 que dicha secuencia corresponde a “Interferón 
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alfa-2-b humano con deleción de aminoácido en la posición 106”. Así mismo, la entrada 

<211> de la SEQ ID NO: 2 indica que la secuencia tiene una longitud de 164 

aminoácidos, mientras que la SEQ ID NO: 1 tiene una longitud de 165 aminoácidos, lo 

cual es resultado de la mencionada deleción de la posición 106. Esto mismo se evidencia 

en el alineamiento presentado por el examinador en la Figura 1 de su concepto técnico, 

en donde se observa la presencia de un amino acido variable (X) en la posición 106 de 

la SEQ ID NO: 1 y de una deleción de dicho amino acido en la SEQ ID NO: 2.  

 

Por lo tanto, se hace notar que la sugerencia del examinador de suministrar la posición 

de la sustitución y los aminoácidos sustituyentes en las reivindicaciones independientes 

1 y 4 es redundante, puesto que las mismas ya contienen dicha información. 

Así, en vista de las aclaraciones aquí presentadas, es posible afirmar que las 

reivindicaciones 1 y 4 comprenden las características técnicas esenciales de la proteína 

de fusión, de manera que una persona del oficio normalmente versada en la materia 

pueda ver claramente cuál es el alcance de las reivindicaciones y llevar a cabo el 

interferón α 2b (IFNα2b) aglicosilado de la proteína de fusión de la invención. 

1.2 Las reivindicaciones 1 y 4 se encuentran sustentadas en la descripción 

El examinador también sostiene que las reivindicaciones 1 y 4 no son concisas ya que 

el segundo dominio de unión se define mediante una lista de sustituciones de 

aminoácidos atenuantes para IFNα para los cuales considera que el solicitante no ha 

proporcionado datos en la presente especificación.  

Al respecto, respetuosamente manifestamos nuestro desacuerdo con la opinión del 

examinador, ya que, contrario a lo afirmado por el Examinador, el concepto general de 
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usar un IFNα atenuado conjugado con un dominio de unión, tal como un anticuerpo, 

para proporcionar una actividad terapéutica específicamente dirigida al blanco 

terapéutico y que por lo tanto tenga un efecto mínimo fuera del blanco terapéutico ha 

sido descrito previamente en las solicitudes anteriores derivadas del documento 

WO2013/059885, el cual describe las sustituciones de aminoácidos que pueden 

realizársele al IFNα para producir un IFNα de fenotipo atenuado. Esto se observa, por 

ejemplo, en los párrafos [0012] y [0050] de la descripción como fue presentada 

originalmente. 

Es importante enfatizar que la presente invención representa una mejora del concepto 

previo descrito en el documento WO2013/059885. Dicha mejora se basa en los 

sorprendentes hallazgos de los inventores de la presente solicitud de que los constructos 

que comprenden IFNα2b aglicosilado tienen varias ventajas inesperadas en 

comparación con los constructos de IFNα atenuados que comprenden IFNα2b O-

glicosilado. Estas ventajas inesperadas incluyen: i) un aumento en la actividad 

terapéutica específicamente dirigida al blanco terapéutico, ii) un aumento de la 

selectividad por el blanco terapéutico y iii) una afinidad mejorada por el receptor 

neonatal Fc (FcRn), a la vez que iv) proporcionan un producto menos heterogéneo que 

el IFNα O-glicosilado producido en un sistema de expresión de células de mamíferos. 

La unión mejorada al FcRn es deseable para mejorar el pK de un agente biológico 

terapéutico que comprende una región Fc. El aumento de la selectividad por el blanco 

terapéutico es deseable, ya que potencialmente reduce la toxicidad por fuera blanco 

terapéutico, a la vez que mantiene una actividad estable sobre el blanco terapéutico. 

Una reducción en la heterogeneidad permite aumentar el rendimientos del producto 

purificado a partir de un sistema de cultivo de células de mamíferos. Estas ventajas 

inesperadas están claramente respaldadas por los datos presentados en la sección de 

Ejemplos y resumidos, por ejemplo, en el párrafo [0051] de la descripción tal como fue 

presentada originalmente. 

1.3 Las reivindicaciones se encuentran sustentadas en la descripción y representan un 

único concepto común inventivo 

El Examinador también considera que las Reivindicaciones 1, 2 y 4 no se encuentran 

sustentadas en la descripción ya que se refieren a un primer dominio que comprende 

cualquier anticuerpo o porción de unión a antígeno del mismo que se une a un antígeno 

de superficie celular (CD38, CD138 o HLA). El examinador parece sugerir que cada 

antígeno constituiría un grupo inventivo separado y también sugiere restringir las 
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reivindicaciones a las secuencias específicas de aminoácidos de las moléculas de 

anticuerpo.  

Al respecto, respetuosamente manifestamos nuestro desacuerdo con la opinión del 

examinador, ya que, contrario a lo afirmado por el Examinador, y hacemos notar que 

la sugerencia del examinador de limitar las reivindicaciones a secuencias de anticuerpos 

específicas limitante injustificadamente el alcance de la invención teniendo en cuenta la 

contribución aportada por el solicitante al estado de la técnica. Adicionalmente, se hace 

notar que el efecto técnico del polipéptido de fusión de la presente invención no depende 

del tipo de anticuerpo (o porción de unión a antígeno del mismo), puesto que el 

anticuerpo (o porción de unión a antígeno del mismo) se usa simplemente para dirigir 

el IFNα2b aglicosilado atenuado a la célula diana o blanco terapéutico. En otras 

palabras, el efecto técnico de la presente invención no resulta del anticuerpo en sí 

mismo, sino del IFNα2b aglicosilado atenuado que proporciona varias ventajas 
inesperadas en comparación con el IFNα2b atenuado en O-glicosilado (tal como se 

describe en la sección 1.2). Por lo tanto, dado que la estructura específica del anticuerpo 

reivindicado no es una característica técnica esencial de la presente invención, no sería 

necesario proporcionar dicha información para permitir que la persona del oficio 

normalmente versada en la materia pueda llevar a cabo la invención. 

1.4 La reivindicación 6 es concisa y se encuentra sustentada en la descripción 

De manera similar, el examinador considera que la reivindicación 6 no es concisa y se 

encuentra sustentada en la descripción, ya que considera que considera que la 

reivindicación reclama recita una multiplicidad de blancos de anticuerpos que no se han 

explorados en la solicitud.  

Al respecto, se hace notar que, tal como se aclara en la sección 1.3, dado que el efecto 

técnico de la presente invención no depende del blanco celular del anticuerpo, sino más 

bien de la incorporación del anticuerpo (o porción de unión a antígeno del mismo) para 

dirigir el IFNα2b aglicosilado atenuado hacia una célula que expresa el antígeno diana. 

Por lo tanto la persona del oficio normalmente versada en la materia entiende, a partir 

de la información divulgada por la descripción de la presente solicitud, que la elección 

del antígeno blanco terapéutico dependerá del tipo de célula al que se dirigirá el IFNα 
aglicosilado y atenuado. 
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1.5 La reivindicaciones 13 y 14 presentan todas las características técnicas esenciales 

El examinador señala que las reivindicaciones 13 y 14 son reivindicaciones 

independientes y no presentan todas las características técnicas esenciales de la 

proteína de fusión reclamada, por lo que sugiere hacer las correcciones y/o aclaraciones 

necesarias. 

Al respecto, se hace notar que las antiguas reivindicaciones 13 y 14, que corresponden 

a las nuevas reivindicaciones 11 y 12, proporcionan la secuencia de aminoácidos del 

constructo completo y, por lo tanto, contienen las características técnicas de la 

construcción reivindicada. En particular, se llama la atención del examinador los 

constructos de IFNα2b atenuada fusionada con anticuerpo anti-CD38 divulgados en la 

Tablas 2 y 3, en donde se evidencia que las SEQ ID NO: 31, 61 a 77, 83 y 87 

corresponden a la secuencia de la región variable de la cadena pesada del anticuerpo 

VH con la secuencia del IFN atenuado, mientras que las SEQ ID NO: 81, 82 y 84 

corresponden a las secuencias de las cadenas ligeras del anticuerpo, de forma que 

dichas secuencias en conjunto definen las proteínas de fusión de la invención. Por lo 

tanto, no es necesario mencionar características técnicas adicionales, puesto que las 

reivindicaciones ya contienen todas las características esenciales de la invención. 

3. Nivel Inventivo 

El examinador establece en su concepto técnico la falta de nivel inventivo del 

“polipéptido de fusión que comprende un primer y un segundo dominio, en el que el 

primer dominio comprende un anticuerpo o porción de unión a antígeno del mismo que 

se une a un antígeno asociado a la superficie celular y el segundo dominio comprende 

un interferón α 2b (IFNα2b) aglicosilado relativo a SEQ ID NO: 1, una secuencia de 

aminoácidos modificada por las mutación(es) atenuante(s) seleccionadas del grupo que 

consiste (…)” de la reivindicación 1 a la luz de las enseñanzas descritas en los 

documentos WO2013059885, titulado: “Polypeptide constructs and uses thereof” 
(D1) y Ghasriani H., et al., titulado: “A Single N-Acetylgalactosamine Residue at 

Threonine 106 Modifies the Dynamics and Structure of Interferon α2a around the 
Glycosylation Site” (D4). En particular, el examinador indica que la SEQ ID NO: 3 del 

documento WO2013059885 es 100% idéntica a las SEQ ID NO: 1 y 2 de la solicitud 

(entendiendo que el residuo X de la posición 106 de la SEQ ID NO: 1 se puede sustituir 

por cualquiera de los aminoácidos existentes) y considera que la diferencia entre la 

invención definida en la reivindicación 1 y el constructo divulgado en el documento 

WO2013059885 consiste en que el segundo dominio de la solicitud comprende un 



  

 

Carrera 11 No. 86-53, Piso 3 
Edificio Segovia 
110221 Bogotá, Colombia 
T (+57) 1 618 10 88 
F (+57) 1 635 08 24 

clarkemodet.com 

IFNα2b que es aglicosilado. Sin embargo, el examinador considera que la persona del 

oficio normalmente versada estaría motivada a incorporar un IFN-α2b no glicosilado, 

tal como el producido en el sistema procariota divulgado por Ghasriani et al., en una 

proteína de fusión IFN-α2b-anticuerpo como la del documento D1, para así llegar al 

objeto de la reivindicación 1 de la solicitud. Adicionalmente, el examinador considera 

que las reivindicaciones dependientes 2 a 19 no mencionan alguna característica que, 

junto con las características de la reivindicación independiente, aporte nivel inventivo a 

la proteína de fusión de la reivindicación 1, por lo cual se considera que no tienen nivel 

inventivo. 

En este sentido, volvemos sobre el particular que el artículo 18 de la Decisión 486/00 

determina que “una invención tiene nivel inventivo, si para una persona del oficio 

normalmente versada en la materia técnica correspondiente, esa invención no 

hubiese resultado obvia ni se hubiese derivado de manera evidente del estado de la 

técnica”. (El subrayado es nuestro). 

Lo anterior significa que el análisis de nivel inventivo NO es una comparación de los 

objetos de las anterioridades y la solicitud en estudio. El análisis de nivel inventivo debe 

demostrar la obviedad de la invención y establecer cómo ésta no contiene un salto 

cualitativo, que demuestre su altura inventiva, teniendo en cuenta que se hace 

necesario demostrar que la invención analizada carece de nivel inventivo y hubiese 

sido obvia para una persona versada en la materia. 

Considerando la definición anterior, a continuación, se procede a destacar las 

diferencias entre la presente invención y previo citado por el examinador, mostrando 

cómo dichas diferencias le proporcionan un efecto técnico inesperado, las cuales no 

podrían haber sido derivadas de manera obvia a partir de las enseñanzas de los 

documentos del arte previo citados por el examinador, ya sea tomándolas de manera 

independiente o en combinación, para así evidenciar la no obviedad de la invención 

reclamada por el solicitante. 

Como primera medida, se hace notar que la SEQ ID NO: 3 del documento 

WO2013059885 no es 100% idéntica a las SEQ ID NO: 1 y 2 de la presente solicitud, 

puesto que el entendiendo del examinador de que el residuo X de la posición 106 de la 

SEQ ID NO: 1 se puede sustituir por cualquiera de los aminoácidos existentes no es 

cierto. Tal como se explica en la sección 1.1 del presente escrito, el residuo de la 

posición 106 en SEQ ID NO: 1 no se puede sustituir por cualquiera de los aminoácidos 
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existentes si no que solo puede ser cualquier aminoácido seleccionado de entre A, C, D, 

E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, V, W, y Y, entre los cuales no incluyen Treonina; 

mientras que dicho residuo se encuentra eliminado en la SEQ ID NO: 2. Por el contrario, 

la SEQ ID NO: 3 del documento WO2013059885 comprende treonina en la posición 

106, como lo muestra el examinador en la Figura 1 de su concepto técnico.  

En segundo lugar, se hace notar que los polipéptidos de fusión reivindicados se 

encuentran tanto aglicosilados como atenuados. Si bien el examinador reconoce que 

el documento WO2013/059885 no describe una molécula de IFNα aglicosilada, 
considera que la incorporación de un IFNα aglicosilado sería obvia para la persona del 

oficio normalmente versada en la materia a partir de la divulgación de Ghasriani et al. 

Al respecto, respetuosamente manifestamos nuestro desacuerdo con la opinión del 

examinador, ya que, contrario a lo afirmado por el Examinador, los inventores de la 

presente solicitud descubrieron una forma de aumentar inesperadamente la actividad 

sobre el blanco terapéutico de un constructo de fusión que comprende IFNα2b 
atenuado, un descubrimiento que no es obvio a la luz de los documentos citadas. 

En la presente solicitud, los inventores divulgan su sorprendente descubrimiento de que 

"se obtiene una ventaja inesperada utilizando construcciones que comprenden 

IFNα2b aglicosilado en comparación con las construcciones que comprenden IFNα2b O-

glicosilado". Véase, por ejemplo, el párrafo [0051] de la presente memoria descriptiva, 

en donde se lee que: 

“En algunas realizaciones, estas ventajas incluyen uno o más de un incremento 
en la actividad específica, una mayor selectividad por el objetivo y una mayor 

afinidad para FcRn, proporcionando al mismo tiempo un producto menos 

heterogéneo que el IFNα2b O-glicosilado cuando se produce en un sistema de 

expresión de células de mamífero. Es deseable una unión FcRn mejorada para 

mejorar el pK de un agente terapéutico biológico que comprende una región Fc. 

Es deseable una mayor selectividad de diana, ya que potencialmente reduce la 

toxicidad inespecífica manteniendo sustancialmente la actividad de específica. 

Una reducción en la heterogeneidad permite aumentos en los rendimientos de 

producto purificado de un sistema de cultivo de células de mamífero.” (Ver 

también los párrafos [0196] - [0198]). 

Como se muestra en la Figura 3 y en la Tabla 9 de la descripción, "[l]a eliminación del 

sitio de glicosilación O-ligado en la porción atenuada de IFN de las construcciones de 
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fusión de anticuerpos (mostrada como T106A) dio como resultado un ligero incremento 

en la actividad específica (Figura 3 y Tabla 9) así como un ligero o ningún aumento en 

la actividad inespecífica en relación con las proteínas glicosiladas O-ligado" (véase el 

párrafo [0165]). 

Además, como se describe en el Ejemplo 5, la mutante aglicosilada mostró la afinidad 

más alta por FcRn de los constructos probadas. Vea el párrafo [0189]. Antes de la 

presentación de la presente solicitud, no existía expectativa alguna de que la mutación 

del residuo T106 produjera un IFNα2b con heterogeneidad reducida, mayor afinidad por 
FcRn y mayor actividad sobre el blanco terapéutico. Los polipéptidos de fusión 

reivindicados poseen estas ventajas inesperadas debido a la sustitución o eliminación 

del residuo T106 (aglicosilación). Dichas ventajas no habrían previstas a partir de los 

documentos citados, puesto que las enseñanzas de dichos documentos habrían 

conducido a la persona del oficio normalmente versada en la materia a la conclusión 

opuesta de que la mutación de aglicosilación no afecta la actividad de la proteína de 

fusión que comprende IFNα2b atenuado con anticuerpos anti-CD38. 

En particular, de acuerdo con la Patente de EE. UU. No. 7,732,572, para el inventor 

Cox, por ejemplo, el IFNα2b que comprende una sustitución T106C "tiene actividad de 

interferón alfa in vitro comparable con la actividad de interferón alfa de tipo 

salvaje según se mide utilizando un ensayo de células dependientes de interferón alfa", 

según lo divulga en la reivindicación 1 de dicho documento (véase la columna77, líneas 

36-38); el énfasis es nuestro. Específicamente, Cox pretende divulgar "[un] método 

general (...) para crear conjugados biológicamente activos de estas proteínas para sitios 

específicos. El método consiste en agregar residuos de cisteína a regiones no 

esenciales de las proteínas o sustituir residuos de cisteína por aminoácidos no 

esenciales.", tal como lo divulga en el resumen. El énfasis es nuestro. Por lo tanto, 

según Cox, la mutación de aglicosilación no afecta la actividad del interferón alfa. 

Por el contrario, como se señaló anteriormente, los inventores de presente solicitud 

descubrieron que la mutación/deleción que causa aglicosilación aumenta la actividad 

del polipéptido de fusión, un resultado que habría sido totalmente inesperado y, por lo 

tanto, no habría sido obvio a la luz del arte previo. El documento de Ghasriani et al. no 

cambia este análisis en absoluto. En primer lugar, se hace notar que Ghasriani et al. no 

dice nada sobre la sustitución o eliminación del residuo T106. Si bien Ghasriani et al. 

enseña que el T106 aglicosilado reduce la interacción del interferón con su receptor, no 

enseña que el aminoácido esté sustituido. Por lo tanto, no hay nada en Ghasriani 
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et al. que pudiera motivar a una persona del oficio normalmente versada en la materia 

a sustituir o eliminar el residuo T106 del IFNα2b. Además, a partir de la divulgación de 

Ghasriani et al., la persona del oficio moramente versada en la materia no habría tenido 

ninguna expectativa razonable de que una proteína de fusión que comprende 

anticuerpos con IFNα2b atenuado que tiene una mutación/deleción de aglicosilación 

funcionaría de manera diferente a la proteína de fusión que comprende anticuerpos con 

IFNα2b atenuado del documento WO2013/059885. 

Ghasriani et al. también afirma que “Loignon et al. (6) informaron que el IFNα2b O-

glicosilado producido en las células HEK293 inhibe la actividad viral más que el IFNα2b 
preparado en E. coli. Esto sugiere que el glicano modula la actividad biológica ” (véase 

Ghasriani et al. en la página 247). Esta afirmación, sin embargo, es inconsistente con 

la divulgación de Loignon (Loignon, M., et al., “Stable high volumetric production of 

glycosylated human recombinant IFNα2b in HEK293 cells”. BMC Biotechnol. (2008) 

8:65-80)), la cual establece que: 

“Finalmente, probamos la actividad biológica del IFNα2b glicosilado purificado 
producido en HEK293 in vitro en comparación con la forma no glicosilada 

producida en E. coli. Usando un ensayo de gen reportero, mostramos que el 

IFNα2b producido por HEK es biológicamente activo ya que induce la producción 

de una enzima reportera de fosfatasa alcalina secretada (SEAP) bajo el control 

del promotor ISG56 humano (Fig. 8). Este ensayo muestra que el IFNα2b 
producido por células HEK es tan activo in vitro como el IFNα2b 
producido por bacterias. (Loignon et al. En las páginas 8-9).” 

Así, se hace notar que Ghasriani et al. no proporciona evidencia experimental para 

respaldar la afirmación de que el IFNα2b glicosilado exhibe una mayor unión al receptor. 

Por el contrario, Ghasriani et al. simplemente proporciona estudios de modelación del 

IFNα2b glicosilado y su receptor y hace una afirmación general de que el IFNα2b no 
glicosilado es menos activo que la forma glicosilada. Sin embargo, tales estudios de 

modelación a menudo son inconclusos e hipotéticos y necesitan ser respaldados por 

evidencia experimental; en el presente caso, no existe evidencia experimental alguna 

que respalde la afirmación general de Ghasriani et al. Además, la divulgación de Cox se 

opone directamente la divulgación de Ghasriani et al., puesto que enseña que la 

sustitución de la posición T106 no altera la actividad del interferón. Por lo tanto, a la luz 

de las enseñanzas divulgadas por Ghasriani et al., la persona del oficio normalmente 

versada en la materia no habría esperado tener éxito al generar una proteína de fusión 
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de IFNα2b atenuado unido a anticuerpos que funcione de manera diferente a la del 

documento WO2013/059885. 

Así, en vista de los argumentos aquí proporcionados, es posible evidenciar que la 

proteína de fusión de la presente solicitud cumple con el requerimiento de nivel 

inventivo, según lo estipulado por el artículo 18 de la decisión 486/00. 

4. Pago de tasas 

En relación con el número de reivindicaciones, atentamente nos permitimos decir que 

no se adjunta tasa por reivindicaciones adicionales, toda vez que el nuevo capítulo 

reivindicatorio tiene un número menor de cláusulas que el presentado originalmente y 

es en esencia una limitación al anterior pliego reivindicatorio. 

Asimismo, tampoco se hace pago de la tasa por un nuevo examen de patentabilidad, 

toda vez que no se está no se están introduciendo características técnicas adicionales 

a las recitadas en el anterior pliego reivindicatorio. 

5. Solicitud de opcional de reunión  

El solicitante manifiesta que mediante la respuesta aquí dada al citado oficio, han 

quedado superadas las objeciones planteadas por el examinador en su concepto técnico. 

No obstante lo anterior, si su despacho considera que las aclaraciones y modificaciones 

realizadas no permiten tomar una decisión favorable en cuanto a la aceptación de la 

solicitud, respetuosamente le solicitamos concedernos una reunión para que solicitante 

pueda solventar las deficiencias de la solicitud manera más apropiada para su 

Despacho. 

6. Conclusiones 

Considerando los argumentos indicados anteriormente, es claro que la invención 

descrita en las reivindicaciones 1 a 17 presentadas el 09 de enero de 2019 cumple con 

los requisitos de concisión, sustento en la descripción, unidad de invención y nivel 

inventivo estipulados en los artículos 30, 25 y 18 de la Decisión 486/00 y como se 

explican detalladamente en el Manual Andino y la Guía para Examinadores de la 

Superintendencia de Industria y Comercio.  
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Así, respetuosamente se solicita examinar la novedad, el nivel inventivo y la aplicación 

industrial para la invención titulada “POLIPÉPTIDO DE FUSIÓN QUE COMPRENDE UN 

PRIMER DOMINIO DIRIGIDO A UN ANTÍGENO ASOCIADO A LA SUPERFICIE CELULAR Y 

UN SEGUNDO DOMINIO QUE COMPRENDE INTERFERÓN Α 2B AGLICOSILADO” a 
nombre de TEVA PHARMACEUTICALS AUSTRALIA PTY LTD y, por lo tanto, a la 

Superintendencia de Industria y Comercio conceder el privilegio de patente, si los 

cumpliese; o si el señor examinador considera que subsisten razones para objetar la 

presente invención, rogamos comunicarnos los debidos motivos y razones que 

sustenten su objeción con el fin de que nuestro mandante tenga la posibilidad de 

exponer sus argumentos con base en la interpretación del artículo 42 del Código de 

Procedimiento Administrativo y de lo Contencioso Administrativo que señala que: 

“Habiéndose dado oportunidad a los interesados para expresar sus opiniones, y con 
base en las pruebas e informes disponibles, se tomará la decisión, que será motivada. 

La decisión resolverá todas las peticiones que hayan sido oportunamente planteadas 

dentro de la actuación por el peticionario y por los terceros reconocidos”, (el subrayado 

es nuestro).  

En consecuencia, solicitamos a ese despacho pronunciarse en relación con todos los 

argumentos presentados en este memorial dando estricta aplicación al principio del 

debido proceso consagrado en el artículo 29 de la Constitución Nacional. 

7. Anexos 

 

7.1 Nuevo capítulo reivindicatorio que incluye 17 reivindicaciones. 
 

7.2 Adolf et al. Natural human interferon-a2 is O-glycosylated. Biochem. J. 
 (1991) 276, 511–518.  

 

 

 

Señora Directora, 

 



P-13449 

Respuesta a Oficio No. 803 

Julio 24 de 2019 

 

 

REIVINDICACIONES 

 

1.  Un polipéptido de fusión que comprende un primer y un 

segundo dominio, en el que el primer dominio comprende un 

anticuerpo o porción de unión a antígeno del mismo que se une 

a un antígeno asociado a la superficie celular y el segundo 

dominio comprende un interferón α 2b (IFNα2b) aglicosilado 

relativo a SEQ ID NO: 1, una secuencia de aminoácidos 

modificada por las mutación(es) atenuante(s) seleccionadas del 

grupo que consiste de L15A, R22A, R23A, S25A, L26A, F27A, L30A, 

L30V, K31A, D32A, R33A, R33K, R33Q, H34A, Q40A, D114R, L117A, 

R120A, R120E, R125A, R125E, K131A, E132A, K133A, K134A, M148A, 

R149A, S152A, L153A, N156A, (L30A, H57Y, E58N y Q61S), (M148A, 

H57Y, E58N y Q61S), (L153A, H57Y, E58N y Q61S), (R144A, H57Y, 

E58N y Q61S), (N65A, L80A, Y85A y Y89A) (N65A, L80A, Y85A, 

Y89A y D114A), (N65A, L80A, Y85A, Y89A y L117A), (N65A, L80A, 

Y85A, Y89A y R120A), (Y85A, Y89A y D114A), (D114A y R120A), 

(L117A y R120A), (L117A, R120A y K121A), (R120A y K121A), 

(R120E y K121E), sustitución de R en la posición 144 por A, D, 

E, G, H, I, K, L, N, Q, S, T, V o Y, sustitución de A en la 

posición 145 por D, E, G, H, I, K, L, M, N, Q, S, T, V o Y y, 

deleción de los residuos L161 a E165.  
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2.  El polipéptido de fusión según la reivindicación 1, en el 

que el residuo en la posición 106 del IFNα2b aglicosilado se 

selecciona del grupo que consiste de A, C, D, E, F, G, H, I, 

K, L, M, N, P, Q, R, S, V, W e Y. 

 

3.  El polipéptido de fusión según la reivindicación 1 o 2, en 

el que el residuo en la posición 106 del IFNα2b aglicosilado 

es A. 

 

4. Un polipéptido de fusión que comprende un primer y un 

segundo dominio, en el que el primer dominio comprende un 

anticuerpo o porción de unión a antígeno del mismo que se une 

a un antígeno asociado a la superficie celular y el segundo 

dominio comprende un interferón α 2b (IFNα2b) aglicosilado que 

comprende, relativo a SEQ ID NO: 2, una secuencia de 

aminoácidos modificada por mutación(es) atenuante(s) 

seleccionadas del grupo que consiste de L15A, R22A, R23A, S25A, 

L26A, F27A, L30A, L30V, K31A, D32A, R33A, R33K, R33Q, H34A, 

Q40A, D113R, L116A, R119A, R119E, R124A, R124E, K130A, E131A, 

K132A, K133A, M147A, R148A, S149A, L152A, N155A, (L30A, H57Y, 

E58N y Q61S), (M147A, H57Y, E58N y Q61S), (L152A, H57Y, E58N 
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y Q61S), (R143A, H57Y, E58N y Q61S), (N65A, L80A, Y85A y Y89A,) 

(N65A, L80A, Y85A, Y89A y D113A), (N65A, L80A, Y85A, Y89A y 

L116A), (N65A, L80A, Y85A, Y89A y R1190A), (Y85A, Y89A y 

D113A), (D113A y R119A), (L116A y R119A), (L116A, R119A y 

K120A), (R119A y K120A), (R119E y K120E), sustitución de R en 

la posición 143 por A, D, E, G, H, I, K, L, N, Q, S, T, V o Y, 

sustitución de A en la posición 144 por D, E, G, H, I, K, L, 

M, N, Q, S, T, V o Y, y deleción de los residuos L160 a E164. 

 

5.  El polipéptido de fusión según cualquiera de las 

reivindicaciones 1 a 4, en el que la secuencia del IFNα2b 

aglicosilado se selecciona del grupo que consiste de SEQ ID 

NO: 3 a 30 y SEQ ID NO: 32 a 47. 

 

6.  El polipéptido de fusión según cualquiera de las 

reivindicaciones 1 a 5, en el que el antígeno asociado a la 

superficie celular se selecciona del grupo que consiste de 

CD38, CD138, ligando-RANK, HM1.24, CD56, CS1, CD20, CD74, IL-

6R, Blys (BAFF), BCMA, HLA-SR, HLA-DR, quininógeno, beta2 

microglobulina, FGFR3, ICAM-1, matriptasa, Ep-CAM, CD52, EGFR, 

GM2, integrina alfa4, IFG-1R, KIR, CD3, CD4, CD8, CD24, CD44, 

CD69, CD70, CD71, CD79, CD83, CD86, CD96, HLA, PD-1, ICOS, 

CD33, CD115, CD11c, CD19, CD52, CD14, FSP1, FAP, PDGFR alfa, 
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PDGFR beta, ASGR1, ASGR2, FSP1, RTI140/Ti-alfa, HTI56, receptor 

de VEGF, CD241 el producto del gen RCHE, CD117 (c-kit), CD71 

(receptor de transferrina), CD36 (receptor de trombospondina), 

CD34, CD45RO, CD45RA, CD115, CD168, CD235, CD236, CD237, CD238, 

CD239 y CD240. 

 

7.  El polipéptido de fusión según cualquiera de las 

reivindicaciones 1 a 5 , en el que el anticuerpo o porción de 

unión a antígeno del mismo se une a CD38, y comprende 

una secuencia VH selecciona del grupo que consiste de SEQ ID 

Nos: 48 a 56 y 58, y una secuencia VL selecciona del grupo que 

consiste de SEQ ID Nos: 81, 82 y 84. 

 

8.  El polipéptido de fusión según cualquiera de las 

reivindicaciones 1 a 7, en el que el primer dominio está unido 

al segundo dominio a través de un enlace peptídico. 

 

9.  El polipéptido de fusión según cualquiera de las 

reivindicaciones 1 a 7, en el que el primer dominio está unido 

al segundo dominio directamente a través de un enlace 

peptídico. 
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10.  El polipéptido de fusión según cualquiera de las 

reivindicaciones 1 a 7, en el que el extremo C del primer 

dominio está unido al extremo N del segundo dominio. 

 

11.  Un polipéptido de fusión que comprende una secuencia 

seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 31, 61 a 77, 

83 y 87, y una secuencia seleccionada del grupo que consiste 

de SEQ ID NO: 81, 82 y 84. 

 

12.  Un polipéptido de fusión que comprende SEQ ID NO: 87 y 

SEQ ID NO: 81. 

 

13.  Una composición que comprende el polipéptido de fusión 

según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 y un vehículo 

o diluyente farmacéuticamente aceptable. 

 

14.  Un polinucleótido aislado que codifica el polipéptido de 

fusión según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12. 

15.  Un vector que comprende uno o más del polinucleótido de 

la reivindicación 14. 

 

16.  Una célula transformada que comprende el vector de la 

reivindicación 15. 
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17.  Un método para generar un polipéptido de fusión IFNα2b 

atenuado con ligando polipeptídico en células de mamífero, en 

el que el polipéptido de fusión IFNα2b atenuado con ligando 

polipeptídico tiene una heterogeneidad reducida y/o una unión 

a FcRn mejorada y/o una selectividad específica mejorada, 

comprendiendo el método cultivar una célula de mamífero 

recombinante que comprende uno o más polinucleótidos que 

codifican el polipéptido de fusión IFNα2b atenuado con ligando 

de polipéptido en el que T106 de la secuencia de IFNα2b se 

reemplaza con otro aminoácido o se deleciona de tal manera que 

al momento de la expresión el componente IFNα2b de la proteína 

de fusión está aglicosilado. 



Biochem. J. (1991) 276, 511-518 (Printed in Great Britain)

Natural human interferon-a2 is O-glycosylated

Gunther R. ADOLF,* Inge KALSNER,* Horst AHORN,* Ingrid MAURER-FOGY* and Kari CANTELLt
* Ernst-Boehringer-Institut fur Arzneimittelforschung, Bender+ Co Ges mbH, Dr. Boehringer-Gasse 5-11, A-1 121 Vienna, Austria,
and t National Public Health Institute, SF-00300 Helsinki, Finland

Natural human interferon a2 (IFN-a2) was isolated from a preparation of partially purified human leucocyte IFN by
monoclonal-antibody immunoaffinity chromatography. The purified protein had a specific activity of 1.5 x 108 i.u./mg;
it was estimated to constitute 10-20% of the total antiviral activity of leucocyte IFN. N-Terminal amino-acid-sequence
analysis identified the subspecies IFN-a2b and/or IFN-a2c, whereas IFN-a2a was not detectable. The structure of natural
IFN-a2 was found to differ from that of its recombinant (Escherichia coli-derived) equivalent. First, reverse-phase h.p.l.c.
showed that natural IFN-a2 was significantly more hydrophilic then expected. Secondly, the apparent molecular mass of
the natural protein determined by SDS/PAGE was higher than that of recombinant IFN-a2; incubation under mild
alkaline conditions known to eliminate 0-linked carbohydrates resulted in a reduction of the apparent molecular mass
to that of the recombinant protein. On sequence analysis of proteolytic peptides, Thr- 106 was found to be modified. These
results suggested that Thr-106 of natural IFN-a2 carries 0-linked carbohydrates. Reverse-phase h.p.l.c. as well as
SDS/PAGE of natural IFN-a2 showed that glycosylation is heterogeneous. For characterization of the carbohydrate
moieties, the protein was treated with neuraminidase and/or 0-glycanase and analysed by gel electrophoresis; in addition,
glycopeptides obtained by proteinase digestion and separated by h.p.l.c. were characterized by sequence analysis and m.s.
Further information on the composition of the glycans was obtained by monosaccharide analysis. The results indicate that
natural IFN-a2 contains the disaccharide galactosyl-N-acetylgalactosamine (Gal-GalNAc) linked to Thr-106. In part of
the molecules, this core carbohydrate carries (a-)N-acetylneuraminic acid, whereas a disaccharide, probably N-
acetyl-lactosamine, is bound to Gal-GalNAc in another proportion of the protein. Further glycosylation isomers are
present in small amounts. As IFN-cc2 is the only IFN-a species with a threonine residue at position 106, it may represent
the only 0-glycosylated human IFN-a protein.

INTRODUCTION

At least 15 functional genes in the human genome code for
proteins of the IFN-a family. These molecules are closely related
in structure, with amino acid sequence similarities generally in
the region of about 90 % (Henco et al., 1985). IFN-a proteins
consist of 166 amino acids (with the exception of IFN-a2, which
has 165 amino acids) and characteristically contain four con-
served cysteine residues which form two disulphide bridges. IFN-
a species are slightly acidic in character; with one exception
(IFN-a 14), the proteins lack a recognition site for asparagine-
linked glycosylation. Two other human IFN species, namely
IFN-wl and IFN-,f, are more distantly related to IFN-a; these
proteins are N-glycosylated. IFN-a, -,8 and -w, collectively
referred to as 'class I IFNs', bind to the same high-affinity cell
membrane receptor. Originally discovered on the basis of their
antiviral activity, class I IFNs have since been shown to exert a
multitude of biological effects; several preparations of natural
IFN-a, natural IFN-fl and recombinant IFN-a2 have been
registered for therapeutic application in a range of viral and
neoplastic diseases.
The biological significance of the multitude of IFN-a species is

still unclear. After viral infection, many, if not all, of the IFN-a
genes are expressed at least at the mRNA level; quantitative
differences have been described (Goeddel et al., 1981; Hiscott
et al., 1984). Analysis of IFN-a produced by leukaemic human
leucocytes and transformed human cell lines has also demon-
strated the presence of multiple IFN proteins (Allen & Fantes,
1980; Rubinstein et al., 1981; Allen, 1982; Hobbs & Pestka,
1982). Although the various species of IFN-a generally have very
similar biological activities, quantitative differences, e.g. in their
specific antiviral activity or their ability to stimulate natural

killer cells, have been reported (see e.g., Fish et al., 1983; Weck
et al., 1981; Ortaldo et al., 1984).

In a series ofexperiments aiming at the isolation and character-
ization of IFN species present in human leucocyte IFN, we have
attempted to utilize the superior selectivity of monoclonal
antibodies (MAbs) not only to purify IFN from non-IFN
contaminants, but also to isolate single species of IFN. In a
previous study we used this approach to isolate natural IFN-Dl
and have defined some of the properties of this molecule (Adolf
et al., 1990). We now describe the purification and some
characteristics of natural IFN-a2. Unexpectedly, we have found
that natural IFN-a2 carries 0-linked carbohydrate residues.

EXPERIMENTAL

IFN bioassay

The antiviral activity of the IFN preparations was determined
in cytopathic-effect-reduction assays performed in microtitre
plates, using human A549 lung-carcinoma cells challenged with
encephalomyocarditis virus. Details of this procedure have been
described (Adolf, 1987, 1990). In each bioassay, all titrations
were performed in duplicate. A laboratory reference preparation
of recombinant human IFN-a2c was included in each assay; the
activity of this preparation had previously been assigned by
comparison with the international reference preparation for
recombinant human IFN-a2, Gxa0l-901-535. All IFN activities
observed were corrected with regard to the assigned potency of
this reference preparation.

IFN e.l.i.s.a.

An e.l.i.s.a. was set up that employs two neutralizing murine
IgG MAbs to IFN-a and an IFN-a2c laboratory reference

Abbreviations used: IFN, interferon; MAb, monoclonal antibody.
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Fig. 1. MAb-affinity chromatography of human leucocyte IFN

Partially purified leucocyte IFN was applied to the column; IFN bound was eluted in a pH gradient. IFN activity in the fractions was determined
by e.l.i.s.a., using recombinant IFN-a2c as a standard. The flow-through and eluate fractions designated B also contained immunoreactive
material; however, this activity could not be quantified (see the Results section).

preparation (see above) as a standard. Development of the
antibodies and some of their properties have been described
(Adolf et al., 1982, 1987). Antibody EBI-1 was used for coating
of the assay plates; antibody EBI-10 covalently coupled to
horseradish peroxidase was added together with the sample. o-
Phenylenediamine and NaBH4 were used as substrates for the
enzyme; the reaction was stopped by addition of H2SO4, and the
absorbance of the resulting product was determined (A412- A690).

Purification of natural human IFN-,x2

An affinity column was prepared by coupling 12 mg of MAb
EBI-10 [purified from mouse ascites by (NH4)2S04 precipitation
and protein G-affinity chromatography using standard pro-
cedures] to 1 g of CNBr-activated Sepharose 4B according to

the recommendations of the manufacturer (Pharmacia). The
final bed volume of the column was approx. 3 ml. A preparation
of partially purified human leucocyte IFN (Cantell et al.,
1981a,b), depleted of its IFN-wl component (Adolf et al., 1990),
containing about (2-3) x 106 i.u./ml at a total protein concen-

tration of 2 mg/ml, was applied to the column at a flow rate of
1 ml/min; in two separate runs, 200 and 350 ml were applied.
The column was then washed with 0.1 M-sodium phosphate
buffer, pH 7.5 (buffer A), and eluted with a linear gradient
formed of buffer A and buffer B (0.1 M-sodium citrate, pH 2.1) in
a Pharmacia f.p.l.c. system (flow rate 1 ml/min). Fractions were

assayed for IFN activity by e.l.i.s.a. Appropriate fractions of
both runs were pooled, neutralized with 1 M-NaOH, and re-

applied to the same column re-equilibrated with buffer A (flow
rate 0.25 ml/min). The same elution program was then used
again. Appropriate fractions were again pooled, neutralized, and
stored frozen in aliquots until further analysis.

SDS/PAGE, h.p.l.c. techniques and amino-acid-sequence
analysis

SDS/PAGE and reverse-phase h.p.l.c. were used to analyse
preparations of purified IFN-a2; all methods were previously
described in detail (Adolf et al., 1990). Determination of the N-

terminal amino acid sequence was performed in an Applied
Biosystems model 477A pulsed liquid-phase sequencer; amino
acid derivatives were analysed on-line by reverse-phase h.p.l.c.

(Adolf et al., 1990). Highly purified recombinant (E. coli-derived)
human IFN-a2c used for comparison was kindly provided by
Dr. G. Bodo.

Mapping of proteolytic peptides

Affinity-purified IFN-a2 was further purified, denatured and
desalted by reverse-phase h.p.l.c. as described (Adolf et al.,
1990). The peak fractions were collected and dried in a Speed-
Vac concentrator. Portions [29 ,ug (peak 1) and 100 ,g of
protein (peak 2) respectively] were redissolved in 0.1 ml of I %
NH4HCO3; 0.5 and 1 ug respectively of trypsin (sequencing
grade, Boehringer Mannheim) in 3 and 6,l respectively of
0.01 % trifluoroacetic acid was added, and the reaction mixture
was incubated at 37 'C. After 6 h incubation, the same amount
of trypsin was added again, and incubation was continued for
further 18 h. The reaction mixtures were reduced for 2 h at room
temperature by the addition of 10 #1 of 0.5 M-dithiothreitol
and 100 ,sl of 6 M-urea before analysis. Reverse-phase
h.p.l.c. was performed on a DeltaPak C18 column [Waters;
3.9 mm x 150 mm, particle size 5 ,uem; pore diameter 10 nm
(100 A)] at 30 'C, using the following solvents: solvent A, 0.1 %
trifluoroacetic acid in water; solvent B, 0.1 % trifluoroacetic acid
in acetonitrile. The following gradient program was used (flow
rate 1 ml/min): 0-55 min, 0-55 % B (linear gradient); 55-70 min,
55 % B. Peptides were detected by their absorption at 214 and
280 nm. The resulting maps were compared with a map of
recombinant (E. coli)-derived IFN-a2c prepared similarly.
Peptides derived from natural IFN-a2 that differed in their
elution behaviour from their recombinant counterparts were
collected and subjected to N-terminal sequencing, or were
cleaved further with Staphylococcus aureus V8 proteinase (endo-
peptidase Glu-C; sequencing grade; Boehringer-Mannheim).
Portions [0.88 ,sg (peak 1/I), 2.6 jug (peak 2/Ib) and 1.5 ,ug (peak
2/Ic)] of the peptides were each dissolved in 0.1 ml of 25 mM-
phosphate buffer, pH 7.8. Proteinase dissolved in water was
added (17.5, 52.5 and 29 ng respectively), and the reaction
mixtures were incubated at 37 'C. After 6 h, the same amounts
ofproteinase were added again, and the incubation was continued
for another 18 h. The samples were then submitted to reverse-

phase h.p.l.c. analysis as described above. Appropriate fractions
were collected and subjected to N-terminal sequencing.
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Deglycosylation of IFN-a2

Purified, denatured and desalted IFN-a2 was treated with
Vibrio cholerae neuraminidase (50 munits/ml; 18 h at 37 °C in
20 F,1 of 50 mM-sodium acetate (pH 5.5)/4 mM-CaCl2) and/or
endo-a-N-acetylgalactosaminidase (100 munits/ml, 18 h at
37 °C in the same buffer). Both enzymes were obtained from
Boehringer-Mannheim. Chemical cleavage was achieved by
incubation in 0.1 M-NaOH for 20 h at room temperature.

252Cf plasma-desorption m.s.

Mass spectra of tryptic peptides were obtained on a BIO-ION
20 time-of-flight mass spectrometer (BIO-ION, Nordic AB,
Uppsala, Sweden). Samples were dissolved in aq. 0.1 % tri-
fluoroacetic acid and deposited on nitrocellulose-coated targets
(BIO-ION). Spectral accumulation times ranged between 0.5 and
12 h, depending on the yield. The primary ion start rate was 1000
fission fragments/s. Spectra were obtained at an acceleration
voltage of 17 kV. Mass assignments were calculated from peak
centroids, using H+ and Na+ for calibration.

Monosaccharide analysis

Separation of monosaccharides was carried out on a Dionex
BioLC system consisting of a Gradient Pump Module (GPM II),
an Eluent Degas Module (EDM II), a Basic Chromatography
Module, and a CarboPac PA-I column (4.6 mm x 250 mm) in
series with a CarboPac PA guard column. The system was
equipped with a pulsed amperometric detector (PAD II) con-
taining a gold electrode to which potentials of E1 = 0.05 V,

E2=0.6 V and E3= -0.6 V were applied for duration times
Tl = 300 ms, T2= 120 ms and T3= 60 ms respectively. All
solvents were degassed by saturation with helium and stored in
closed pressurized vessels with helium gas sparging. For de-
termination of neutral monosaccharides, total hydrolysis of peak
1 protein was performed by incubating the sample with 1 M-
trifluoroacetic acid for 2 h at 100 'C. After drying the sample in
a SpeedVac concentrator it was redissolved in 0.2 ml of distilled
water and injected. Separation of monosaccharides was achieved
by isocratic elution with 0.02 M-NaOH (flow rate 1 ml/min). For
determination of sialic acid, tryptic peptides were incubated in
0.05 M H.SO for 1 h at 80 'C, neutralized with 0.4 M-NaOH and
injected. The column was eluted with 0.15 M-sodium acetate in
0.1 M-NaOH (flow rate 1 ml/min). For detection of both neutral
monosaccharides and sialic acids, 0.3 M-NaOH was added to the
column effluent at a flow rate of 0.5 ml/min.

RESULTS

Purification of natural human IFN-ac2

A preparation of human leucocyte IFN, derived from Sendai-
virus-induced human peripheral blood leucocytes and partially
purified according to the procedure developed by Cantell et al.
(1981a,b), was used as the starting material for isolation of IFN-

a2. IFN-wI present in this preparation (10-15 % of the total IFN
activity) has been selectively removed in previous experiments by
affinity chromatography on MAb OMG-4 (Adolf et al., 1990).
The flowthrough of the OMG-4 column had a specific antiviral
activity of (1-2) x 106 i.u./mg; IFN-a, with a specific activity of
about 2 x 108 i.u./mg, thus constitutes at most 1 % of the total
protein. To purify IFN-a2 from contaminant proteins and, at the
same time, from other IFN-a species, we again relied on the high
selectivity of MAbs. One of a series of antibodies we have

developed, EBI-10 (IgGI), was previously shown to be quite

specific for IFN-a2; whereas this antibody was able to inhibit the
antiviral activity of recombinant IFN-a2 at concentrations below
1 ,g/ml, other recombinant IFN-a species were neutralized only
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at 1000-fold higher concentrations (IFN-al, IFN-azF) or not at
all (IFN-aB, IFN-aC; Adolf, 1987). To demonstrate that EBI-lO
will recognize all three known variants of IFN-cz2, i:e. IFN-a2a,
-2b and -2c (see below), an e.l.i.s.a. using EBI-10 as the
detector antibody (see below) was carried out. All three IFN-a2
variants gave parallel titration curves and almost identical
quantitative responses (results not shown).
An immunoaffinity column was prepared by coupling antibody

EBI-10 to CNBr-activated Sepharose 4B. The leucocyte IFN
preparation was applied to the column; about 30% of the
antiviral activity was bound (mean; two different preparations).
The column was eluted using a linear buffer gradient formed by
0.1 M-sodium phosphate, pH 7.5, and 0.1 M-sodium citrate,
pH 2.1. This buffer system results in a slightly concave pH
gradient (results not shown) and was expected to resolve bound
IFN-a species in the order of the affinity for the antibody. Two
protein peaks were observed in the eluate (Fig. 1); fractions were
analysed for their IFN-a content by a two-site e.l.i.s.a. that uses
antibody EBI-I0 as well as a second MAb, EBI-1 (murine IgGl),
which also shows high affinity for IFN-a2 (Adolf et al., 1982;
Adolf, 1987). Recombinant IFN-a2c was used as a standard.
Whereas the sample as well as fractions of the peak eluted at low
pH (Fig. 1, peak A) gave titration curves parallel with that of the
standard, the flow-through and fractions of the first peak (B)
gave curves with different slope; these samples could therefore
not be quantified by the e.l.i.s.a. (Fig. 2) and were submitted to
biological assays (Table 1). The low pH required for elution of
the IFN in peak A as well as the results of the e.l.i.s.a. indicated
that IFN-a2 was at least a major component of peak A. To
ensure that all immunoreactive IFN-a had been bound by the
antibody, the flow-through was passed over the column for a
second time and bound protein was again eluted as described

1.00-

0.50-

@ 0.20-

0.05-

0.02-
X x .I

I I1 I I I
-1 -2 -3 -4 -5

2 log (Dilution)

I I
-6 -7

Fig. 2. E.l.i.s.a. for human IFN-x

IFN species resolved by MAb-affinity chromatography were

analysed in a sandwich e.l.i.s.a. employing two MAbs. Appropriately
diluted fractions were applied to the assay plate and diluted in serial
2-fold steps. Symbols: *, a reference preparation of recombinant
human IFN-a2c; 0, leucocyte IFN applied to the column; C,
flowthrough; *, a sample of eluate A; A, a sample of eluate B.
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Table 1. Purificatio

V(
Stage

P-IFt

in of natural IFN-a2 showed two incompletely resolved peaks, 1 and 2, with a mass

ratio of about 1:3 (Fig. 3b); peak 1 represents a more hydrophilic

10-6 x Antiviral activity protein fraction. Both peak fractions were collected, rechromato-
olume Protein Recovery graphed, and subjected to N-terminal amino-acid-sequence
(ml) (mg/ml) (i.u./ml)* (total i.u.) (%) analysis. The following sequence was obtained in both fractions

(the cysteine residues given in parentheses were not identified,

550 1.7 2.8 1540 100 but are inferred on the basis of the conserved IFN sequences):
First cycle

Flow- 550 1.7
through
Eluate A 18 0.08
Eluate B 17 0.05

Second cycle
Eluate A 8 0.1
Eluate B 4 0.1

2.2 1216 79

9.6 172 11
4.3 73 4.8

12
13

* Mean values for five independent bioassays.

t P-IF (partially purified human leucocyte IFN)
IFN-wol.

0.5-

0.4-

0.3-

0.2-

0.1 -

O

0.5-

0.4-

0.3-

a

(a)

(b) 21

).2-

O.1

22 20 18 16

Retention time (min)

Fig. 3. Reverse-phase h.p.l.c. analysis of IFN-a2

(a) E. coli-derived recombinant human IFN-a2c; (b)
(eluate A of the affinity column).

above. The material eluted amounted to less tl
IFN activity bound in the first run.

Column fractions representing peaks A anc

were independently pooled, neutralized, and

subjected to a second cycle of affinity chromat

same column. In both cases more than 95 % of

was bound; elution was observed at the same

gradient as in the first cycle of chromatograr
shown). The original sample of the leucocyte IF

and pooled peak fractions of both chromatogra
analysed for protein content by Coomassie B

assays, and for IFN activity in an antiviral bioa

of one experiment are summarized in Table 1.

Identification of affinity-purified protein as IFN-(

IFN-a purified by affinity chromatography w

by reverse-phase h.p.l.c. Protein derived from

5 10 15

(Cys) -Asp-Leu-Pro -Gln-Thr- His -Ser-Leu-Gly- Ser-Arg-Arg- Thr-Leu-

16 20 25 30

Met -Leu-Leu-Ala- Gln-Met -Arg-Arg-Ile -Ser-Leu-Phe -Ser- (Cys) -Leu-

96 6.2 By comparison with published sequences, both proteins were
54 3.5 identified as IFN-a2.

In both peak fractions (1 and 2) amino acid 23 was un-
after removal of equivocally identified as arginine, indicating that IFN-a2a, the

IFN-a2 variant with lysine in position 23 (= LeIF A; Goeddel
et al., 1981) was not present in the leucocyte IFN preparation in
detectable quantities (< 10% of total IFN-a2).
The specific antiviral activity of natural IFN-a2 with respect to

the international reference preparation for IFN-a2, GxaOl-901-
535, based on a determination of the protein content of the
sample by its absorption at 214 nm (Adolf et al., 1990), was
determined as 1.5 x 108 i.u./mg (mean; two independent prepar-
ations; five bioassays for each preparation).
When the retention time of natural IFN-a2 on the reverse-

phase column was compared with that of E. coli-derived IFN-
a2c, it was apparent that the natural protein was eluted
significantly earlier (Fig. 3). The increased hydrophilicity of the
natural protein, as well as its heterogeneity, must be due to some
post-translational modification. Further analysis was thus
required to define the structural differences between the natural
and E. coli-derived proteins (see below).

Reverse-phase h.p.l.c. of eluate peak B resulted in a more
complicated pattern of five incompletely resolved peaks (results
not shown). Sequence analysis revealed that all these peaks
represented IFN-a species, but none of them consisted of IFN-
a2.

Heterogeneity of natural IFN-m2 is due to 0-linked
glycosylation

H.p.l.c.-purified IFN-a2 was further analysed by SDS/PAGE
after reduction with dithiothreitol (Fig. 4). Under the conditions
chosen, E. coli-derived IFN-a2c showed an apparent molecular
mass of 17500 Da (molecular mass calculated from the amino

natural IFN-a2 acid sequence 19287 Da). H.p.l.c. peak 1 (about 25% of the total
protein) gave a single, relatively broad, and thus possibly
heterogeneous, band, with an apparent molecular mass of
20000 Da, whereas the major peak 2 was further resolved into

han 100% of the two major components (20000 and 19000 Da respectively), as
well as a minor one (21 000 Da). These differences -in molecular

i B respectively mass from that ofthe recombinant protein, the size heterogeneity,
each pool was as well as the increased hydrophilicity, strongly indicated that
tography on the natural IFN-a2 is glycosylated. As there is no recognition site for
the IFN activity N-glycosylation present in the IFN-a2 structure, O-glycosylation
position in the was considered.
?hy (results not The O-glycosidic bond of glycoproteins can be opened by /?-
N, flow-through elimination under alkaline conditions. When natural IFN-a was

,phic cycles were incubated in 0.1 M-NaOH for 20 h at room temperature, the

Ilue dye-binding heterogeneity was eliminated, and the apparent molecular mass

ssay. The results was reduced; protein derived from both peaks (1 and 2) resulted
in a single band with an apparent molecular mass indistinguish-
able from that of alkali-treated E. coli-derived IFN-a2c (Fig. 4).

-a2 Protein shortened by ten amino acids at the C-terminal end as

(as analysed first described by Levy et al. (1981), which would result in higher
eluate peak A electrophoretic mobility, was not detected.
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Fig. 4. SDS/PAGE of h.p.l.c.-purified IFN-a2

Proteins were reduced with dithiotreitol, separated on 15 % -(w/v)-
polyacrylamide gels and stained with Coomassie Blue. M, molecular-
mass (M) markers. Lanes 1 and 2, E. coli-derived IFN-a2c: lane 1,
untreated; lane 2, NaOH-treated. Lanes 3 and 4, natural IFN-a2
(h.p.l.c. peak 1): lane 3, untreated; lane 4, NaOH-treated. Lanes 5,
6 and 7 (natural IFN-oc2; h.p.l.c. peak 2): lane 5, untreated; lane 6,
treated with O-glycanase; lane 7, NaOH-treated. Lanes 8 and 9, E.
coli-derived IFN-a2c, untreated. Lane 10, natural IFN-a2, h.p.l.c.
peak 1, untreated. Lanes 11, 12 and 13, natural IFN-oc2, h.p.l.c. peak
2; lane 1 1, untreated; lane 12, treated with neuraminidase; lane 13,
treated with neuraminidase and 0-glycanase. Lane 14, E. coli-
derived IFN-a2c, untreated. Proteins with higher molecular mass
most probably represent oligomeric forms of IFN-a2.

Retention time (min)

Carbohydrate analysis

Further evidence for 0-glycosylation was obtained in experi-
ments using neuraminidase and endo-a-N-acetylgalactos-
aminidase (0-glycanase; an enzyme that exclusively cleaves the
peptide-carbohydrate bond of serine- or threonine-linked un-
substituted Gal-GalNAc; Fig. 4). Treatment with neuraminidase,
or sequential treatment with both enzymes, had no detectable
effect on the electrophoretic mobility of protein derived from
peak 1 (results not shown). In contrast, neuraminidase treatment

diminished or eliminated the 21 kDa and 20 kDa bands derived
from peak 2, and simultaneously increased the 19 kDa com-
ponent. Treatment with 0-glycanase affected only the 19 kDa
component, reducing its mass to about 17.5 kDa. Sequential
treatment with both enzymes resulted in the disappearance of all
three bands and in the appearance of a new band, again with a

molecular mass of about 17.5 kDa. A small amount of 20 kDa
protein, however, was unaffected by all enzyme reactions; this
protein most probably represents a contamination of peak 2 with
peak 1 protein, owing to incomplete resolution of the h.p.l.c.
column (Fig. 3). These results suggest that natural IFN-a2
contains a core 0-linked carbohydrate moiety, probably of the

Gal,8l-3GalNAc-(Ser/Thr) type (19 kDa component of peak 2,
sensitive to 0-glycanase), which, in a proportion ofthe molecules,
is modified by one or two neuraminic acid residues (20 kDa and
21 kDa components respectively of peak 2; sensitive to neur-

Fig. 5. Separation of tryptic peptides by reverse-phase h.p.l.c.

(a) E. coli-derived IFN-a2c; (b) natural IFN-a2, reverse-phase
h.p.l.c. peak 1; (c) natural IFN-a2, reverse-phase h.p.l.c. peak 2 (see
Fig. 3). Only the peptide map region containing the putative
glycopeptides is shown. Stars indicate major peaks derived from
unglycosylated peptides (retention time identical in all preparations).
Peaks I and II represent peptides comprising amino acids 84-112
and 71-112 respectively (see also Table 2).

aminidase) or by different, so far unknown, sugar residues (peak
1) that protect the peptide-carbohydrate bond from cleavage by
0-glycanase. Further glycosylation isomers may be present as

minor components, but are not detectable by SDS/PAGE (see
below).

Additional information on the structure of the carbohydrate
moieties was obtained by m.s. (plasma desorption, time-of-flight
separation) of peptides generated by trypsin digestion and
separated by reverse-phase h.p.l.c. Peptide maps obtained from
both h.p.l.c. peaks (1 and 2) of natural IFN-a2 were compared
with a corresponding map of E. coli-derived IFN-a2c; major
differences were seen in map regions that, as determined by N-

terminal sequence analysis, contain peptides comprising amino
acid residues 84-112 and 71-112 (Fig. 5; peaks designated I and
II respectively); compared with peptides derived from re-
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Table 2. Molecular masses of some tryptic peptides of natural IFN-a2 determined by m.s.

Proposed carbohydrate
Molecular mass (a.m.u.)t structure

Peptide (amino
acid position Calculated Mass

Peak* number range) Observed (aglycone) Difference Structure (a.m.u.)j

71-112

84-112
71-112
71-112

5485

3975
5448
5132

4736

3304
4736
4736

749

671
712
396

Gal-GalNAc-
Gal-GlcNAcJ

NeuAc-Gal-GalNAc-
NeuAc-Gal-GalNAc-

Gal-GalNAc-

752

678
678
387

* Peak numbers according to Fig. 5.

t a.m.u., atomic mass units.
t Calculated mass including one Na+ ion.

combinant IFN-a2c, the respective fragments of natural IFN-a2
were clearly more hydrophilic. Moreover, the map of h.p.l.c.
peak 2 gave three major peaks for each peptide (Ia, Tb, Ic; Ila,
Ilb, lIc), in qualitative and quantitative accordance with the
number and intensity of bands observed in SDS/PAGE. The
molecular masses of three major peptides determined by mass

spectrometry are given in Table 2. The observed differences
between the masses calculated from the amino acid sequence and
the experimentally determined values are in agreement with the
proposed core carbohydrate structure, Gal-GalNAc, and its
substitution by neuraminic acid in a proportion of the protein
(peak 2). The presence of sialic acid was also confirmed in

experiments using ion-exchange h.p.l.c. with pulsed ampero-

metric detection (Dionex system) of monosaccharides derived
from tryptic peptides. For this experiment, corresponding
peptides were pooled (Ia+ Ila, Tb+ Ilb and Ic+ Ilc respectively),
sialic acids were liberated by acid hydrolysis and analysed. (a-)N-
Acetylneuraminic acid was identified in peptides a and b, but was
absent from peptides c, the most hydrophobic ones of the
triplets. N-Glycolylneuraminic acid was not detected (results not

shown).
The carbohydrate structure, which was insensitive to neur-

aminidase and 0-glycanase (peak 1; about 250% of the total
protein), was also analysed by m.s. of a major tryptic peptide
(1/IT; Table 2; Fig. 5). The observed mass indicates the presence

of a tetrasaccharide, probably consisting of an N-acetyl-lacto-
samine (Gal-GlcNAc) disaccharide bound to the GalNAc mole-
cule of the core structure (Kamerling et al., 1990); however,
other interpretations are possible. Analysis of the neutral carbo-
hydrates of total peak 1 protein using the Dionex h.p.l.c.
system after acid hydrolysis confirmed the presence of Gal,
GalNAc and GlcNAc, and also indicated the presence of fucose
as well as of an unidentified monosaccharide that was eluted at

the position of the glucose marker; glucose, however, has never

been found in 0-linked glycans and thus is an unlikely com-

ponent. Fucose or other monosaccharides may thus be present
instead of N-acetyl-lactosamine in minor glycoforms of peak 1

protein; these protein species may thus account for the relatively
broad and probably heterogeneous band observed in SDS/PAGE
and for minor peaks of the peptide map that are eluted

immediately before the main glycopeptide (Fig. Sb). The low
amounts of these minor glycoforms, which together represent
less then 100% of the total protein present in our IFN-a2
preparation, precluded further analysis.

Identification of the O-glycosylation site

To identify the amino acid residue(s) that is (are) glycosylated,
relevant tryptic peptides (Fig. 5) were sequenced. As these

peptides were too long to determine the entire sequence, part of
the material was further cleaved with Staphylococcus aureus V8
proteinase and separated by reverse-phase h.p.l.c. (results not

shown). Again, peptides derived from natural IFN-a2 that
showed different retention times compared with corresponding
peptides from E. coli-derived IFN-a2c were collected and
sequenced. All relevant peptides were found to contain amino
acids 97-112 of the mature IFN-a2 protein. Whereas all amino
acid derivatives from E. coli-derived peptides were readily
identified, the derivative of residue 106 (threonine) was

undetectable in both h.p.l.c. peaks 1 and 2 of the natural protein.
This result is consistent with glycosylation at this residue, as the
corresponding phenyl isothiocyanate derivative cannot be
extracted by the butyl chloride solvent used in the sequencing
cycle.

DISCUSSION

We have utilized the unique specificity of a monoclonal
antibody for the isolation of natural IFN-a2 from human
leucocyte IFN. Protein of at least 95% purity was obtained after
two sequential cycles of immunoaffinity chromatography. Bio-
assays confirmed the expected specific antiviral activity
(1.5 x 108 i.u./mg). IFN-a2 therefore contributes about 15 % of
the total IFN activity of leucocyte IFN, taking losses incurred
during purification into account. As suggested previously on the
basis of mRNA frequencies (Goeddel et al., 1981; Hiscott et al.,
1984), IFN-a2 thus represents a major constituent of this IFN
preparation.

Amino-acid-sequence analysis indirectly showed that cysteine
represents the N-terminus of natural IFN-a2, in accordance with
earlier studies that used mixtures of IFN-a species for analysis
(see, e.g., Allen & Fantes, 1980; Levy et al., 1980; Zoon et al.,
1980). In contrast, natural IFN-oI, isolated from the same batch
of leucocyte IFN, was previously shown to be heterogeneous at

the N-terminus; owing to variable cleavage of the precursor

during biosynthesis, about 60% of IFN-co I molecules carry two

additional amino acids (Adolf et al., 1990). No evidence for

blocked N-termini, as described by Rubinstein et al. (1981), was

obtained for IFN-a2; further, protein clipped at the C-terminus

(Levy et al. 1981) was not detectable.

Three variants of IFN-a2, differing in their amino acids at

positions 23 and 34, are known: IFN-a2a (Lys-23, His-34;
originally designated 'Le IF A'; Goeddel et al., 1981), IFN-a2b
(Arg-23, His-34; the prototype IFN-a2 described by Streuli

et al., 1980) and IFN-a2c (Arg-23, Arg-34; formerly IFN-

a2"Arg"; Dworkin-Rastl et al., 1982; Bodo & Maurer-Fogy,
1986). At amino acid position 23 of natural* IFN-a2, only
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arginine, but not lysine, could be identified. As a conservative
estimate, at least 10 mol % of lysine would have been detected by
our analytical procedure. It thus seems that IFN-a2a is at best a
minor component of natural IFN-a2 and may be totally absent
from this preparation. Amino acids beyond residue 30 of natural
IFN-a2 could not be clearly identified during N-terminal se-
quencing, and we were thus not able to conclude whether IFN-
a2b and/or IFN-a2c are represented in the preparation of
leucocyte IFN we have analysed. cDNA coding for IFN-a2b was
first derived from leucocytes isolated from the same donor
population (blood donors at the Finnish Red Cross Blood
Transfusion Service) that also provided leucocytes for the IFN
preparation used as the starting material for the present study.
IFN-a2a cDNA was isolated from a library prepared from
Sendai-virus-induced KG- 1 cells, a myeloid cell line derived from
a patient with chronic myeloid leukaemia (Koeffler & Golde,
1978; Goeddel et al., 198 1); IFN-a2c cDNA was cloned from the
African-Burkitt's-lymphoma cell line, Namalwa (Dworkin-Rastl
et al., 1982). IFN-a2a, -2b and -2c are often regarded as allelic
variants, although evidence that at least IFN-a2a and -2b may
be derived from different genes was presented (Pestka et al.,
1986). If this is correct, then IFN-a2a and IFN-ax2c may represent
allelic variants, and IFN-a2b may be the product of a separate
gene; alternatively, these three proteins may be derived from
allelic forms of a single gene. Our results thus can be interpreted
to show that the IFN-a2a allele is rare in, or even absent from,
at least the Finnish population, or that, for unknown reasons,
the allele is not expressed. With the help of our EBI-10 MAb
column it is feasible to determine whether the representation of
IFN-a2 variant proteins is different in preparations of human
leucocyte IFN derived from different donor populations. Our
preliminary results indicate that virus-induced Namalwa cells, a
source of 'Iymphoblastoid' IFN (Allen & Fantes, 1982; Bodo,
1981), secrete IFN-a2b and IFN-a2c, but also do not produce
detectable IFN-a2a (I. Maurer-Fogy & G. Bodo, unpublished
work).
A number of earlier studies have attributed the size and charge

heterogeneity of human leucocyte IFN observed in SDS/PAGE
and isoelectric focusing respectively to heterogeneous glycosyl-
ation of a single polypeptide chain (reviewed by Stewart, 1979).
Subsequently, cloning ofIFN cDNA and genomic DNA revealed
the unexpected multitude of IFN-a genes. With one exception,
the corresponding proteins do not contain recognition sites
(Asn-Xaa-Ser/Thr) for N-glycosylation (Henco et al., 1985);
only IFN-acl4 (Le IF H, IFN-aN) contains two of these
sequences. A related IFN protein, IFN-ol, contains a single N-
glycosylation site. We have previously shown that IFN-w1 is a

major component of human leucocyte IFN and is, indeed, N-

glycosylated (Adolf et al., 1990). Recently, we have obtained
evidence that IFN-al4 is also present in human leucocyte IFN,
although only in small quantity, and is also glycosylated
(G. R. Adolf, I. Kalsner, H. Ahorn, I. Maurer-Fogy & K.
Cantell, unpublished work). IFN-al4 and/or IFN-wl may thus
account for the glycosylated IFN species with unexpectedly
high molecular mass that were observed in preparations of
human 'lymphoblastoid' (Namalwa) IFN and leucocyte IFN
produced by leukaemic cells (Allen, 1982; Labdon et al., 1984).
Although it was suggested that 0-glycosylated species of IFN-ac
may also exist (Labdon et al., 1984; Kojima et al., 1989; Zoon
et al., 1989), this has not been demonstrated directly.

Analysis of natural IFN-a2 by reverse-phase h.p.l.c. showed
that the natural protein can be resolved into two components,
both more hydrophilic than E. coli-derived IFN-a2. SDS/PAGE
revealed that the protein is also heterogeneous in molecular
mass, resulting in three bands, all of them with lower electro-
phoretic mobility than the equivalent E. coli-derived protein. The
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most straightforward explanation for the results of both ana-
lytical procedures is heterogeneous glycosylation of the natural
protein. As IFN-a2 does n-ot contain a recognition site for N-
linked glycosylation, 0-linked carbohydrates must be involved.
This hypothesis was confirmed by cleavage of the putative
peptide-carbohydrate bond with alkali; the resulting protein was
homogeneous and showed the same molecular mass as the
recombinant protein. Further comparison of natural and re-
combinant proteins after proteolytic cleavage, followed by sep-
aration and analysis of the resulting fragments, allowed us to
define a candidate glycopeptide; sequence analysis of this peptide
identified Thr-106 as the 0-glycosylation site. A comparison of
the amino acid sequences of all published IFN-a species (Henco
et al., 1985) revealed that this threonine residue is unique to IFN-
a2; glycine, isoleucine or glutamic acid are present at the
corresponding position (107) in all other proteins. This might
indicate that IFN-a2 is the only 0-glycosylated species of IFN-
a, in agreement with previous reports that only two or three of
the IFN-a species purified from human cells contain carbo-
hydrates (Labdon et al., 1984; Kojima et al., 1989; Zoon et al.
1989). On the other hand, Thr-108 (109 in other IFN-a species)
is strongly conserved; however, at least in natural IFN-a2, this
residue is not glycosylated. The recognition sequence for 0-
glycosylation is not well defined; proline, serine and threonine
residues are often observed in the vicinity of the 0-glycosylation
site. This holds true also for IFN-a2 (Thr-106, Thr-108 and Pro-
109). It is not clear why Thr-106, but not Thr-108, is modified.
The carbohydrate component of natural IFN-a2 was analysed

using a variety of techniques. Taken together, these experiments
clearly demonstrate that natural IFN-a2 contains at least four
major differently glycosylated protein species. For the majority
of molecules (h.p.l.c. peak 2, containing about 75 % of the total
protein), the most likely structure of the carbohydrate chain
could be established on the basis of experiments using
SDS/PAGE, glycosidases, tryptic peptide maps, m.s. and mono-
saccharide analysis. We propose that all molecules contain the
core disaccharide, Gal-GalNAc, which is either unsubstituted or
modified in a proportion of molecules by one or two (a-)N-
acetylneuraminic acid residues. The carbohydrate composition
of proteins represented in the minor h.p.l.c. peak (1) is less clear,
but most probably is also heterogeneous. Its carbohydrate moiety
is insensitive to neuraminidase and 0-glycanase, and mass
spectrometry of the only major tryptic glycopeptide indicated the
presence of a tetrasaccharide. In accordance with these results,
and also with published 0-glycan structures (Kamerling et al.,
1990), we propose that the major protein species in peak 1
contains the same core carbohydrate as described above, Gal-
GalNAc, substituted with the disaccharide Gal-GlcNAc.
Although we do not have independent proof for this structure,
our hypothesis is consistent with results of monosaccharide
analysis of the total peak 1 protein; this method also revealed
that, in addition to Gal, GalNAc and GlcNAc, other neutral
monosaccharides, including fucose, are present. Minor com-
ponents of peak 1 may thus show further diversity in carbo-
hydrate composition; their presence may explain the broad band
observed in SDS/PAGE and minor peaks in the peptide map. In

summary, we have suggested, on the basis of a variety of
experimental approaches, carbohydrate structure assignments
for IFN-a2 glycoforms that together account for at least 90% of
the naturally occurring protein. A complete elucidation of the
carbohydrate structures was beyond the scope of the present
work and will require larger quantities of protein.
To determine whether IFN-ca2 produced by the Burkitt's-

lymphoma cell line Namalwa is also 0-glycosylated, experiments
similar to those described above were carried out. From an IFN

preparation produced and partially purified as described by Bodo
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(1981), IFN-a2 was isolated by MAb-affinity chromatography
and reverse-phase h.p.l.c. Preliminary results indicate that
Namalwa-derived IFN-a2 is more hydrophilic and has a higher
molecular mass than E. coli-derived IFN-a2 and thus most likely
is also glycosylated; again, Thr-106 could be identified as the
glycosylation site. However, only a single peak was observed
upon reverse-phase h.p.l.c., and the pattern of glycosylation
therefore must be different (I. Maurer-Fogy & G. Bodo, un-
published work).
The significance of our findings is not clear at present.

Preparations of IFN-a2 produced in E. coli and thus devoid of
0-glycosylation have been registered as drugs in many countries.
Considering results obtained with IFN-,8, IFN-wl and IFN-y, it
is unlikely that glycosylation affects the biological activity of
IFN-a2 in vitro (see, e.g., Bocci, 1983); our antiviral bioassays
have not shown a significant difference in the specific antiviral
activities of the natural and recombinant IFN-a2 proteins. Senda
et al. (1990) have recently reported on the three-dimensional
structure of murine IFN-fl determined by X-ray crystallography;
it is thought that all class I IFNs share this basic framework. In
this structure, residue 106 would be located in loop CD on the
surface of the molecule, consistent with a glycosylation site. With
respect to the putative receptor interaction site of IFN, this loop
is situated on the opposite side of the molecule, and thus
glycosylation is unlikely to affect binding to the receptor.
However, the pharmacokinetics of glycosylated and un-
glycosylated IFNa2 may well be different, and the stability of the
protein may be influenced by glycosylation, as is the case for
human granulocyte colony-stimulating factor (Oh-eda et al.,
1990). Further, the immunogenicity of therapeutically applied E.
coli-derived IFN-a2 might be affected by the lack ofglycosylation.
Gribben et al. (1990) have recently reported that four out of 16
patients receiving recombinant human granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor produced in yeast developed anti-
bodies to this protein; these antibodies were found to react with
epitopes that in endogeneous granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor are protected by 0-linked glycosylation, but
which are exposed in the recombinant factor. Induction of
antibodies to recombinant E. coli-derived IFN-a2 after prolonged
treatment of patients has been described (Figlin & Itri, 1988),
and it has been speculated that natural IFN-a may be less
immunogenic than the recombinant IFN-cx2 proteins (Galton
et al., 1989). This topic is highly controversial, and the incidence of
antibody induction certainly depends on a variety of factors;
however, the difference in glycosylation should at least be
considered. It will now be possible to compare the reactivity of
relevant serum samples with recombinant and natural IFN-ac2.

We thank T. Gramanitsch, J. Hoffmann, D. Jobstmann, I. Schweiger,
and E. Traxler for excellent technical assistance, and Dr. G. Bodo for
providing recombinant IFN-oc2c. The antiviral bioassays were kindly
performed by Dr. B. Fruhbeis, M. Karner, and S. Korica. We are
grateful to Dr. M. Schliter, Thomae G.m.b.H, for allowing us to use his
Dionex h.p.l.c. system.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido de fusión que comprende un primer y un 

segundo dominio, en el que el primer dominio comprende un 

anticuerpo o porción de unión a antígeno del mismo que se une 

a un antígeno asociado a la superficie celular y el segundo 

dominio comprende un interferón α 2b (IFNα2b) aglicosilado 

relativo a SEQ ID NO: 1, una secuencia de aminoácidos 

modificada por las mutación(es) atenuante(s) seleccionadas del 

grupo que consiste de L15A, R22A, R23A, S25A, L26A, F27A, L30A, 

L30V, K31A, D32A, R33A, R33K, R33Q, H34A, Q40A, D114R, L117A, 

R120A, R120E, R125A, R125E, K131A, E132A, K133A, K134A, M148A, 

R149A, S152A, L153A, N156A, (L30A, H57Y, E58N y Q61S), (M148A, 

H57Y, E58N y Q61S), (L153A, H57Y, E58N y Q61S), (R144A, H57Y, 

E58N y Q61S), (N65A, L80A, Y85A y Y89A) (N65A, L80A, Y85A, 

Y89A y D114A), (N65A, L80A, Y85A, Y89A y L117A), (N65A, L80A, 

Y85A, Y89A y R120A), (Y85A, Y89A y D114A), (D114A y R120A), 

(L117A y R120A), (L117A, R120A y K121A), (R120A y K121A), 

(R120E y K121E), sustitución de R en la posición 144 por A, D, 

E, G, H, I, K, L, N, Q, S, T, V o Y, sustitución de A en la 

posición 145 por D, E, G, H, I, K, L, M, N, Q, S, T, V o Y y, 

deleción de los residuos L161 a E165. 
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2. El polipéptido de fusión según la reivindicación 1, en el 

que el residuo en la posición 106 del IFNα2b aglicosilado se 

selecciona del grupo que consiste de A, C, D, E, F, G, H, I, 

K, L, M, N, P, Q, R, S, V, W e Y.

3. El polipéptido de fusión según la reivindicación 1 o 2, en 

el que el residuo en la posición 106 del IFNα2b aglicosilado 

es A.

4. Un polipéptido de fusión que comprende un primer y un 

segundo dominio, en el que el primer dominio comprende un 

anticuerpo o porción de unión a antígeno del mismo que se une 

a un antígeno asociado a la superficie celular y el segundo 

dominio comprende un interferón α 2b (IFNα2b) aglicosilado que 

comprende, relativo a SEQ ID NO: 2, una secuencia de 

aminoácidos modificada por mutación(es) atenuante(s) 

seleccionadas del grupo que consiste de L15A, R22A, R23A, S25A, 

L26A, F27A, L30A, L30V, K31A, D32A, R33A, R33K, R33Q, H34A, 

Q40A, D113R, L116A, R119A, R119E, R124A, R124E, K130A, E131A, 

K132A, K133A, M147A, R148A, S149A, L152A, N155A, (L30A, H57Y, 

E58N y Q61S), (M147A, H57Y, E58N y Q61S), (L152A, H57Y, E58N 



P-13449
Respuesta a Oficio No. 803
Julio 24 de 2019

y Q61S), (R143A, H57Y, E58N y Q61S), (N65A, L80A, Y85A y Y89A,) 

(N65A, L80A, Y85A, Y89A y D113A), (N65A, L80A, Y85A, Y89A y 

L116A), (N65A, L80A, Y85A, Y89A y R1190A), (Y85A, Y89A y 

D113A), (D113A y R119A), (L116A y R119A), (L116A, R119A y 

K120A), (R119A y K120A), (R119E y K120E), sustitución de R en 

la posición 143 por A, D, E, G, H, I, K, L, N, Q, S, T, V o Y, 

sustitución de A en la posición 144 por D, E, G, H, I, K, L, 

M, N, Q, S, T, V o Y, y deleción de los residuos L160 a E164.

5. El polipéptido de fusión según cualquiera de las 

reivindicaciones 1 a 4, en el que la secuencia del IFNα2b 

aglicosilado se selecciona del grupo que consiste de SEQ ID 

NO: 3 a 30 y SEQ ID NO: 32 a 47.

6. El polipéptido de fusión según cualquiera de las 

reivindicaciones 1 a 5, en el que el antígeno asociado a la 

superficie celular se selecciona del grupo que consiste de 

CD38, CD138, ligando-RANK, HM1.24, CD56, CS1, CD20, CD74, IL-

6R, Blys (BAFF), BCMA, HLA-SR, HLA-DR, quininógeno, beta2 

microglobulina, FGFR3, ICAM-1, matriptasa, Ep-CAM, CD52, EGFR, 

GM2, integrina alfa4, IFG-1R, KIR, CD3, CD4, CD8, CD24, CD44, 

CD69, CD70, CD71, CD79, CD83, CD86, CD96, HLA, PD-1, ICOS, 

CD33, CD115, CD11c, CD19, CD52, CD14, FSP1, FAP, PDGFR alfa, 
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PDGFR beta, ASGR1, ASGR2, FSP1, RTI140/Ti-alfa, HTI56, receptor 

de VEGF, CD241 el producto del gen RCHE, CD117 (c-kit), CD71 

(receptor de transferrina), CD36 (receptor de trombospondina), 

CD34, CD45RO, CD45RA, CD115, CD168, CD235, CD236, CD237, CD238, 

CD239 y CD240.

7. El polipéptido de fusión según cualquiera de las 

reivindicaciones 1 a 5 , en el que el anticuerpo o porción de 

unión a antígeno del mismo se une a CD38, y comprende

una secuencia VH selecciona del grupo que consiste de SEQ ID 

Nos: 48 a 56 y 58, y una secuencia VL selecciona del grupo que 

consiste de SEQ ID Nos: 81, 82 y 84.

8. El polipéptido de fusión según cualquiera de las 

reivindicaciones 1 a 7, en el que el primer dominio está unido 

al segundo dominio a través de un enlace peptídico.

9. El polipéptido de fusión según cualquiera de las 

reivindicaciones 1 a 7, en el que el primer dominio está unido 

al segundo dominio directamente a través de un enlace 

peptídico.
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10. El polipéptido de fusión según cualquiera de las 

reivindicaciones 1 a 7, en el que el extremo C del primer 

dominio está unido al extremo N del segundo dominio.

11. Un polipéptido de fusión que comprende una secuencia 

seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 31, 61 a 77, 

83 y 87, y una secuencia seleccionada del grupo que consiste 

de SEQ ID NO: 81, 82 y 84.

12. Un polipéptido de fusión que comprende SEQ ID NO: 87 y 

SEQ ID NO: 81.

13. Una composición que comprende el polipéptido de fusión 

según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 y un vehículo 

o diluyente farmacéuticamente aceptable.

14. Un polinucleótido aislado que codifica el polipéptido de 

fusión según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.

15. Un vector que comprende uno o más del polinucleótido de 

la reivindicación 14.

16. Una célula transformada que comprende el vector de la 

reivindicación 15.
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17. Un método para generar un polipéptido de fusión IFNα2b 

atenuado con ligando polipeptídico en células de mamífero, en 

el que el polipéptido de fusión IFNα2b atenuado con ligando 

polipeptídico tiene una heterogeneidad reducida y/o una unión 

a FcRn mejorada y/o una selectividad específica mejorada, 

comprendiendo el método cultivar una célula de mamífero 

recombinante que comprende uno o más polinucleótidos que 

codifican el polipéptido de fusión IFNα2b atenuado con ligando 

de polipéptido en el que T106 de la secuencia de IFNα2b se 

reemplaza con otro aminoácido o se deleciona de tal manera que 

al momento de la expresión el componente IFNα2b de la proteína 

de fusión está aglicosilado.
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