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DESCRIPCION

Alfa-fetoproteina recombinante, procedimiento y medios para la preparacion de la misma, composiciones basadas
en la misma y uso de la misma

Campo de la invencion

La invencién se refiere a la industria microbioldgica y médica, la ingenieria genética y la biotecnologia. Se pretende
una a-fetoproteina (AFP) recombinante segln la presente invencion, que retiene la actividad de la AFP humana y se
obtiene a partir de suero, para uso en oncologia, inmunoterapia y cosmetologia.

Antecedentes de la invencion

La alfa-fetoproteina (AFP) es el componente principal del suero sanguineo embrionario de mamiferos, que se
sintetiza por higado embrionario y saco vitelino durante el desarrollo perinatal. Inmediatamente después del
nacimiento, se reduce bruscamente el nivel de AFP en el suero y su expresion se vuelve indetectable en individuos
adultos sanos (Deutsch H.F., 1991, Adv. Canc. Res. 56, 253-312). Se renueva la sintesis de AFP con el desarrollo
maligno de tumores hepaticos y teratoblastomas germinogénicos, y podria ser detectable en menor grado en el caso
de lesién quimica y mecanica del higado acomparada de regeneracion, por ejemplo, durante hepatitis virica aguda o
cirrosis (Mizejewsky G.J., 2002, Expert Rev. Anticancer. Ther. 2: 89-115).

La AFP humana es una glucoproteina consistente en 590 amino&cidos y que comprende aproximadamente un 4%
de componente carbohidrato (Morinaga T., et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci., U.S.A., 80, 4604-4608; Pucci P. et al.,
1991, Biochemistry 30, 5061-5066). Una de las propiedades principales de la AFP es la captaciéon no covalente de
diferentes sustancias quimicas de bajo peso molecular, tales como &cidos grasos poliinsaturados, hormonas
esteroideas, metales, retinoides, antibiticos hidrofébicos y otros (Aussel S. y Masseyeff R., 1994, Biochem.
Biophys. Res. Commun. 119: 1122-1127; Deutsch H.F., 1994, J. Tumor Marker Oncol., 9: 11-14). En las etapas
tempranas del desarrollo embrionario, la AFP reemplaza a la albimina como vehiculo de transporte de acidos
grasos y otras sustancias de bajo peso molecular (Deutsch H.F., 1991, Adv. Canc. Res. 56, 253-312).

La molécula de AFP consiste en tres dominios estructurales globulares unidos por 15 enlaces disulfuro
intercatenarios que aumentan significativamente la complejidad del proceso de ensamblado de la estructura terciaria
de una proteina (Morinaga T., et al, 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 80, 4604-4608; Pucci P., et al., 1991,
Biochemistry 30, 5061-5066). Ademas, es un elemento estructural importante de la molécula de AFP el componente
carbohidrato, que proporciona una correcta recepcion y funcionamiento de la molécula (Deutsch H.F., 1991, Adv.
Canc. Res. 56, 253-312).

Ademas de la cadena polipeptidica consistente en 590 residuos aminoacidicos, la estructura de la molécula de AFP
embrionaria sérica o la secretada por células de hepatocarcinoma incluye un grupo oligosacaridico ligado a
asparagina segun la glucosilacion de tipo N (Yamashita K. et al., 1993, Cancer Res. 53: 2970-2975). La estructura
de una cadena oligosacaridica de AFP es heterogénea y depende de diferentes factores: la etapa de desarrollo del
hepatocarcinoma o la etapa de desarrollo del embrién. Los oligosacaridos afectan a las propiedades estructurales de
la molécula de AFP, y podrian incluirse en el contenido de determinantes antigénicos y centros de unién a receptor
(Deutsch H.F., 1991, Adv. Canc. Res. 56, 253-312). A diferencia de la AFP sérica, la AFP recombinante expresada
en células bacterianas no esta glucosilada, lo que es una distincién caracteristica del producto caracterizado en los
trabajos de Murgita (patentes de EE.UU. 6.331.611, 6.627.440, 6.416.734) y, en consecuencia, tiene propiedades
estructurales y funcionales que la distinguen del analogo sérico y también de la AFP recombinante expresada en
sistemas de levadura. Es conocido que, durante la expresion de proteinas heterdlogas en levaduras, se lleva a cabo
su glucosilacion con respecto a los mismos residuos aminoacidicos que en el analogo sérico, pero la estructura de
los oligosacéaridos mismos difiere significativamente con respecto a la constitucién, longitud y ramificacion de la
cadena, lo que predetermina también ciertas distinciones en las propiedades estructurales y funcionales de las
correspondientes proteinas (Hard K. et al., 1998, FEBS Lett. 248: 111).

La AFP puede absorberse selectivamente por células que expresan receptores especificos de AFP (AFPR), tales
como células embrionarias, citoblastos, células inmunitarias activadas, células cancerosas o células transformadas
por ciertos tipos de retrovirus (Uriel J. et al., 1989, en Jizejewsky G.l., Jakobson H.I. (eds): “Biological Properties of
Alpha-Fetoprotein”. Boca Ratén, CRC Press, vol. 2: 103-117). Las células maduras normales pierden la capacidad
de absorber AFP y no expresan AFPR especificos. En vista de esta propiedad de la AFP, se han propuesto
procedimientos para el uso terapéutico de AFP con el fin de orientar el suministro de citostaticos y otras sustancias a
un tumor, suprimiendo el crecimiento de células cancerosas (Deutsch H.F., 1994, J. Tumor Marker Oncol. 9: 11-14;
Tsukada Y. et al., 1994, J. Tumor Marker Oncol. 9: 99-103).

La AFP tiene una serie de propiedades funcionales que se estan estudiando intensamente en la actualidad. El
concepto clasico de AFP como analogo de seroalbumina embrionaria esta actualmente complementado con datos
referentes a la capacidad de la AFP de llevar a cabo la regulacion del crecimiento, desarrollo y muerte programada
de células (Mizejewsky G.J., 2002, Expert Rev. Anticancer. Ther. 2: 89-115). En particular, se ha mostrado que la
AFP recombinante, de forma similar al analogo sérico y cultivado, es capaz de suprimir el crecimiento de tejidos
tumorales y normales dependientes de estrogeno (Bennett J.A. et al., 1997, Breast Cancer Res. Treat. 45, 169-179;
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Bennet J.A. et al., 1998, Clinical Cancer Research, 4, 2877-2884). Recientemente, se ha establecido que la actividad
oncosupresora de la AFP se lleva a cabo de acuerdo con el mecanismo de desencadenamiento de la apoptosis, que
se caracteriza por cambios morfoldgicos tipicos, la detencién del crecimiento, citotoxicidad y fragmentacién de ADN
(Semenkova L.N., 1997, Tumor Biol. 18, 261-274; Dudich E.I., et al., 1998, Tumor Biol. 19, 30-40; Dudich E.I., et al.,
1999, Eur. J. Biochem. 266: 1-13; Semenkova L., et al., 2003, Eur. J. Biochem. 70: 4388-4399).

Estudios anteriores han mostrado la capacidad de la AFP de regular la diferenciacién y activacion de células
inmunitarias. En particular, la AFP es capaz de suprimir células inmunitarias activadas con aloantigenos o
autoantigenos e inhibir la expresiéon de diversos genes de citocinas (Yamashita K., et al., 1993, Cancer Res. 53,
2970-2975; patente de EE.UU. n? 5.965.528). Por otro lado, la AFP induce una notable estimulacion del crecimiento
de células de médula 6sea inmaduras, citoblastos y células embrionarias (Dudich E.I., et al., 1998, Tumor Biol. 19,
30-40; patente de EE.UU. n® 6.627.440).

Estas propiedades de la AFP, y también la selectividad aumentada de la absorcién de AFP por células cancerosas in
vivo (Uriel J., et al., 1989, en Mizejewsky G.l., Jakobson H.l., eds: “Biological Properties of Alpha-Fetoprotein”. Boca
Ratén, CRC Press. vol, 2: 103-117), han revelado la base para su uso en medicina como preparacién terapéutica en
el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias (patente de EE.UU. n® 5.965.528) y oncolégicas (patente de
EE.UU. n® 6.416.734; Mizejewsky G.J., 2002, Expert Rev. Anticancer. Ther. 2: 89-115). Ademas, la AFP se usa
tradicionalmente como marcador oncoembrionario para el diagnoéstico temprano de enfermedades oncoldgicas y
patologias del desarrollo embrionario (Deutsch H.F., 1991, Adv. Canc. Res. 56, 253-312). Sin embargo, el uso de
AFP natural como farmaco es tecnolégicamente imposible debido a la deficiencia de material bruto.

Tradicionalmente, es una fuente para la obtencion de AFP el suero sanguineo de mujeres embarazadas, el suero
embrionario de cordon umbilical o el fluido ascitico de pacientes de cancer. Obviamente, ninguna de estas fuentes
es aceptable para la produccién de una sustancia proteica con fines médicos debido, en primer lugar, a que esta
extremadamente limitado el acceso a la fuente de material bruto y a que el contenido de AFP en el mismo es bajo, y
en segundo lugar, existe el riesgo creciente de infeccion con virus o priones.

Se han publicado datos anteriormente respecto a la expresion y purificacion de AFP recombinante (AFPr) en
diferentes microorganismos (Yamamoto R., et al, 1990, Life Sciences, 46: 1679-1686; Nishi S., et al., 1988, J.
Biochem. 104: 968-972; patente de EE.UU. 5.206.153; patente de EE.UU. 6.331.611). Por tanto, se ha llevado a
cabo la produccion intracelular de AFPr humana en Saccharomyces cerevisiae (Yamamoto R., et al., 1990, Life
Sciences, 46: 1679-1686; patente de EE.UU. 5.206.153) y Escherichia coli (patente de EE.UU. 6.331.611; Boismenu
R., et al., 1997, Protein Expression and Purification. 10: 10-26). Se ha mostrado que la AFP recombinante,
expresada en Escherichia coli, retiene la actividad inmunoreguladora y oncosupresora del anélogo embrionario
(Boismenu R., et al., 1997, Protein Expression and Purification. 10: 10-26; Bennett J.A., et al., 1997, Breast Cancer
Res. Treat. 45, 169-179). La principal desventaja de estos sistemas de expresion es la incapacidad de secretar
proteina heterdloga y el nivel extremadamente bajo de su produccion. Ademas, la obtencién del producto deseado a
partir de una biomasa de cepas productoras recombinantes requeria llevar a cabo procedimientos adicionales de
desnaturalizacion y renaturalizacién, que daban como resultado una reduccién significativa del rendimiento del
producto y, como consecuencia, un aumento sustancial de su coste. También en el caso de uso de sistemas de
expresion bacterianos, es también importante el problema de la contaminacion del producto con los lipopolisacaridos
de la cubierta, que tienen actividad endotoxica conocida.

La solucién técnica méas similar a la presente invencién es la cepa productora de AFP humana que se describe en
las referencias (Yamamoto R., et al., 1990, Life Sciences, 46: 1679-1686; patente de EE.UU. 5.206.153). En estas
fuentes, se dan a conocer cepas productoras de levadura Saccharomyces cerevisiae con produccion intracelular de
AFP humana, cuya secuencia aminoacidica comprende una seccién adicional correspondiente al péptido sefal de
AFP de rata. Esta invencion identifica el producto de secrecion de una cepa de levadura, teniendo dicho producto las
propiedades de una AFP humana madura y la secuencia original SEQ ID NO: 2, que corresponde a la secuencia de
una AFP humana madura. Esta especificidad distingue el producto descrito en la presente invencién de los dados a
conocer anteriormente (Yamamoto R., et al., 1990, Life Sciences, 46: 1679-1686; patente de EE.UU. 5.206.153).
Ademas, es una desventaja de esta cepa descrita en las referencias citadas la ausencia de mecanismos para el
ensamblado intracelular y la secrecion de AFP en un liquido de cultivo, lo que eleva significativamente el coste y
hace mas complejo el proceso de preparacion de una AFP recombinante purificada en cantidades preparativas y
proporciona un nivel extremadamente bajo de produccion de AFP. Ademas, los autores del citado trabajo
(Yamamoto R., et al, 1990, Life Sciences, 46: 1679-1686; patente de EE.UU. 5.206.153) obtuvieron una AFP
recombinante modificada cuya secuencia comprende también un péptido sefial y ligador, lo que limita la posibilidad
de su uso médico debido a la modificacion de la estructura de la proteina, dando como resultado un cambio de la
especificidad inmunolégica y, como resultado de ello, un aumento del riesgo de patologia inmunorreactiva con la
administracién intravenosa o subcutanea.

En el caso de produccion por secrecion heter6loga con células de levadura de proteinas para las que el plegamiento
correcto tiene lugar con la formacion de enlaces disulfuro (entre ellas la AFP), es importante el nivel de produccién
de disulfuro isomerasa de levadura (Pdi) con células productoras (Shusta E.V., et al., 1998, Nat. Biotechnol. 16: 773-
777). Ademas, se proporciona una accion sinérgica con esta enzima por una cantidad aumentada de proteina de
levadura de tipo chaperona BiP (Robinson A.S., et al., 1996, J. Biol. Chem. 271: 10017-10022).
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A pesar del hecho de se considera tradicionalmente que las levaduras son organismos exentos de proteinasas
secretadas (Chung B.H. y Park K.S., 1998, Biotechnol. Bioeng. 57: 245-249), para una serie de proteinas,
incluyendo HSA, se muestra su degradacién en el transcurso del cultivo de levaduras, que esta relacionada con la
presencia de proteinasas aun no identificadas asociadas a la célula (Chung B.H. y Park K.S., 1998, Biotechnol.
Bioeng. 57: 245-249; Kang H.A., et al., 2000, Appl. Microbiol. Biotechnol. 53: 575-582). Todos los factores
enumerados han de tomarse en cuenta durante la creacion de una levadura productora de AFP secretada
eficazmente a un liquido de cultivo.

Teniendo en cuenta los inconvenientes de los procedimientos existentes actualmente para la preparacién de una
AFP recombinante, resulta obvio que existe la necesidad de una mejora adicional de la tecnologia de los sistemas
de expresion y secrecion de AFP recombinante, en particular, el desarrollo de nuevas cepas recombinantes que
tengan la capacidad de una mayor expresion de proteina heteréloga con la provisién de un ensamblado intracelular
de una estructura terciaria nativa y la posterior secrecion del producto deseado al liquido de cultivo.

Por tanto, el requisito de desarrollo de procedimientos aplicables industrialmente para la preparacion de AFP que,
con respecto a sus propiedades, seria idéntica o similar a la AFP sérica humana y por tanto posibilitaria usarla en
aquellos campos en que se usa tradicionalmente la AFP sérica humana, se deduce objetivamente a partir del estado
de la técnica.

La consecucion del objeto indicado es posible mediante la creacion de una nueva cepa de microorganismos que
puedan producir en medio de cultivo un polipéptido idéntico o similar a la AFP sérica humana con respecto a sus
propiedades.

Sumario de la invencion

Para preparar una AFP recombinante cuyas propiedades sean idénticas o similares a las propiedades de una AFP
sérica humana, era necesario desarrollar una cepa productora que proporcione la sintesis y produccion de AFP en
forma soluble secretada.

Se obtuvo la cepa productora con el uso de procedimientos de ingenieria genética, transformando una cepa original
con un plasmido que comprendia una secuencia de ADN que codificaba una proteina que tenia la actividad de una
AFP humana madura.

Una AFP secretada recombinante producida en un sistema de expresion de levadura tiene propiedades idénticas o
similares a las propiedades de una AFP humana madura, que se determinan en un analisis inmunolégico y por su
capacidad de suprimir el crecimiento de células Raji de linfoma de linfocitos B y otras lineas celulares humanas
sensibles a la accién apoptogénica en un cultivo in vitro. Esto proporciona un mecanismo de accion idéntico a la AFP
obtenida y a una AFP sérica humana madura obtenida mediante un procedimiento tradicional y que tiene una
secuencia aminoacidica presentada como la SEQ ID NO: 2. Las condiciones para llevar a cabo el procedimiento de
preparacion de AFP segun la presente invencion proporcionan el ensamblado de un polipéptido con defectos
minimos en comparacion con la AFP humana nativa.

La similitud de las propiedades de la AFP recombinante humana producida en levaduras y la AFP sérica humana se
proporciona por la inclusién en la composicion del plasmido de un mdédulo de expresién que comprende una
secuencia de ADN que codifica una AFP humana madura, porque el proceso de aislamiento no requiere una etapa
de desnaturalizacién-renaturalizaciéon y porque al mismo tiempo se proporciona la glucosilacion del polipéptido
obtenido, y también el plegamiento de la molécula y la formacion de enlaces disulfuro. La AFP humana
recombinante producida en forma secretada en un sistema de expresion de levadura difiere del andlogo
recombinante producido en un sistema de expresién proeucaridtico en que esté glucosilada segun el tipo N, mientras
que la AFP bacteriana recombinante descrita en patentes (Murgita R.A. patentes de EE.UU. 6.331.611, 6.627.440,
6.416.734) no esta glucosilada. La AFP recombinante humana producida en forma secretada en un sistema de
expresion de levadura difiere del analogo sérico por la composicién y estructura de la cadena oligosacaridica, que se
determina por la cepa de levadura y la composicion de los azlcares incluidos en el medio nutriente.

Para obtener un alto rendimiento de la proteina secretada con la actividad requerida de una célula hospedadora, se
afnadieron varios genes adicionales al plasmido que codifica el gen de AFP, proporcionando los genes adicionales
un alto nivel de transcripcion génica, plegamiento de las proteinas en el proceso de secrecidon y formacion correcta
de puentes disulfuro.

Como resultado, se obtuvo un plasmido pKX que tenia la capacidad de transformar células para la expresion y
secrecion de AFP.

Se obtuvo una célula productora eucariética que tenia la capacidad de secretar alfa-fetoproteina recombinante con
la ayuda del plasmido anteriormente citado.

En una variante preferible, se usé una cepa receptora de Saccharomyces cerevisiae YBS723 como célula inicial,
transformandose esta cepa por el plasmido pKX para obtener una cepa productora Saccharomyces cerevisiae
YBS723/pKX, depositada en la Russian Collection of Industrial Microorganisms (VKPM) con el n® Y-3115.
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Durante el cultivo de la cepa transformada, se secreta AFP a un medio del que puede aislarse en forma pura con el
uso de procedimientos bioquimicos tradicionales.

Se usa una AFP aislada obtenida a partir de células transformadas como contenido de una composicién
farmacéutica que inhibe el crecimiento de células tumorales, que comprende la AFP obtenida y portadores y
excipientes farmacéuticamente aceptables.

Se usa una AFP aislada en la constitucion de una composicién sinérgica que inhibe el crecimiento de células
tumorales, que comprende la AFP obtenida, preparaciones quimioterapéuticas y portadores y excipientes
farmacéuticamente aceptables.

Con el uso de AFP aislada, una composicion farmacéutica basada en la misma o que comprende su composicion
sinérgica, se ha desarrollado un procedimiento para tratar cancer o prevenir su desarrollo que supone la
administracién a un paciente de una cantidad eficaz de AFP, composicién farmacéutica o composicion sinérgica.

Puesto que la AFP obtenida es similar con respecto a las propiedades a la AFP sérica humana, se usa la AFP
obtenida en la constitucion de una composicion sinérgica que tenga accién inmunosupresora e inmunoreguladora,
en la que la composicién comprende AFP y ciclosporina C y portadores y excipientes farmacéuticamente aceptables.

Se ha desarrollado un procedimiento para tratar enfermedades autoinmunitarias y corregir el estado inmunitario con
el uso de la AFP aislada o la composicion sinérgica anteriormente citada, comprendiendo el procedimiento la
administracion a un paciente de una cantidad eficaz de una AFP o una composicion sinérgica con ciclosporina C.

En vista de la capacidad de la AFP de estimular el crecimiento de citoblastos, los inventores han propuesto una
composicién farmacéutica que estimula el crecimiento de citoblastos, comprendiendo la composicion la AFP
obtenida y portadores y excipientes farmacéuticamente aceptables, y se propone también una composicién sinérgica
que estimula el crecimiento de citoblastos, comprendiendo esta composicion la AFP obtenida y derivados de las
vitaminas A, E, D, antioxidantes, hormonas esteroideas, isoflavonas de origen vegetal y portadores y excipientes
farmacéuticamente aceptables.

Se propone un procedimiento para la estimulacion del crecimiento de citoblastos in vitro con el uso de AFP aislada o
la composicion farmacéutica o sinérgica anteriormente citada, comprendiendo el procedimiento actuar sobre las
células con una cantidad eficaz de AFP o las correspondientes composiciones.

Ademas, se propone un procedimiento para estimular el crecimiento de citoblastos in vivo, comprendiendo el
procedimiento administrar a un paciente una cantidad eficaz de AFP o de la composicion farmacéutica o sinérgica
anteriormente citada.

Se propone una composicion cosmética para rejuvenecer la piel y evitar el envejecimiento basandose en la actividad
funcional de la AFP aislada, comprendiendo la composicion la AFP obtenida con portadores y excipientes
aceptables en cosmetologia y, opcionalmente, derivados de las vitaminas A, E, D, antioxidantes, hormonas
esteroideas e isoflavonas de origen vegetal.

Se propone un procedimiento de uso de la composicién cosmética obtenida para rejuvenecer la piel y evitar el
envejecimiento de la piel dentro del marco de la presente invencion, comprendiendo el procedimiento aplicar la
composicién sobre la piel de un individuo.

Breve descripcion de los dibujos
Los siguientes dibujos ilustran las materias en cuestion de la invencion presentadas.

La Fig. 1 muestra la estructura de un plasmido pKX que codifica la secuencia de una alfa-fetoproteina humana
madura, que comprende un médulo de expresion con un gen de alfa-proteina humana, un fragmento de un plasmido
bacteriano pUC18, una regién de inicio de la replicacion de un plasmido de levadura de 2 ym, un marcador de
levadura PGK1 selectivo, un gen PD11 que codifica una enzima disulfuro isomerasa y un gen KAR2 que proporciona
el correcto ensamblado de la proteina y la secrecion del producto deseado a un medio de cultivo.

La Fig. 2 muestra la estructura de un moédulo de expresién que comprende una secuencia que codifica una alfa-
fetoproteina humana en la composicion de un plasmido pKX. La regién promotora del gen de levadura GAL1 se
muestra en cursiva. La regién prepro de secrecion del gen de levadura MFal se muestra en negrita. La secuencia
aminoacidica de la molécula de alfa-fetoproteina humana se muestra en mayusculas.

La Fig. 3 demuestra la estructura de un gen sintético que codifica AFP y consistente en los codones de levadura
usados mas frecuentemente. La secuencia aminoacidica de AFP, que es idéntica a la secuencia aminoacidica de la
AFP humana sérica, se destaca en negrita.

La Fig. 4 muestra los resultados de electroforesis en PAGE-SDS (A) y andlisis de inmunotransferencia (B) de
diferentes cantidades, aplicadas en una linea, de una alfa-fetoproteina recombinante purificada obtenida a partir de
un liquido de cultivo del cultivo de levadura Saccharomyces cerevisiae YBS723/pKX.
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1. Proteinas marcadoras (94, 67, 43, 30, 20 kDa).

. AFPr después de cromatografia de afinidad en una columna con anticuerpo anti-AFP-Sepharose (0,3 pug).
. AFPr después de cromatografia en gel en una columna con Sephacryl S-200 (0,4 ug).

. AFPr (0,1 pg).

. AFPr después de Sephacryl S-200 (0,6 ug).

. AFPr después de Sephacryl S-200 (0,5 ug).

N o o AW

. AFPe embrionaria (0,4 ug).

La Fig. 5 muestra la dependencia de la dosis de la proliferacion de células Raji de linfoma de linfocitos B sobre la
concentracién de AFP para dos muestras diferentes de AFP purificada, que se obtienen a partir de AFPe sérica
embrionaria y AFPr recombinante, que se expresa por la cepa de levadura productora Saccharomyces cerevisiae
YBS723/pKX. Se midi6 la proliferacion de las células mediante la incorporacion de [ H]-timidina y se expres6 en
porcentaje de inhibicion del crecimiento en cultivos experimentales después de 12 h de incubacién con AFP con
respecto a un control sin aditivos.

La Fig. 6 demuestra: (A) la potenciacion sinérgica de la accion oncosupresora de la doxorubicina con respecto a
células U937 de mieloblastoma con el uso combinado con AFPr segun la presente invencion; (B) la potenciacién
sinérgica del efecto oncosupresor general con el uso combinado de AFPr segun la presente |nvenC|on y acido
retinoico (pro-vitamina A, cida). La proliferacion de las células se midié mediante la incorporacién de [°H]-timidina y
se expreso en porcentaje de la inhibicidén del crecimiento en cultivos experimentales después de 12 h de incubacién
con AFP con respecto a un control sin aditivos.

La Fig. 7 muestra el efecto estimulante de AFPr segln la presente invencion sobre el crecimiento de citoblastos
embrionarios obtenidos a partir de un cultivo primario de células de pulmon y retlna embrionarios. Se midié la
proliferacién de las células mediante un procedimiento estandar de incorporacion de [ H]-timidina durante las Ultimas
4 horas de cultivo y se expresd en porcentaje de la estimulacién del crecimiento en cultivos de ensayo con respecto
a un control sin AFP.

La lista de secuencias comprende las secuencias SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2, que son respectivamente la
secuencia nucleotidica de un modulo de expresion que comprende la secuencia codificante de una alfa-fetoproteina
humana en la composicion de un plasmido pKX y la secuencia aminoacidica de una AFP humana madura.

La secuencia nucleotidica de un moédulo de expresion comprende una region promotora del gen de levadura GALT1,
una region prepro de secrecion del gen de levadura MFa1, la secuencia codificante de un gen de alfa-fetoproteina
humana y un campo de terminacién de la transcripcion de un gen de levadura CYC1. Este médulo de expresion esta
incluido en la composicion del plasmido pKX que codifica la secuencia de una alfa-fetoproteina humana madura en
una cepa de levadura productora de un sistema de Saccharomyces cerevisiae YBS723/pKX.

Descripcion detallada de la invencion

Para realizar la presente invencidn, el principal objeto técnico era la creacién de una cepa de levadura productora de
AFP capaz de secretar eficazmente la proteina deseada en un liquido de cultivo. El objeto se consigue construyendo
un plasmido de ADN recombinante pKX que codifica la sintesis regulada de AFP humana y la cepa Saccharomyces
cerevisiae YBS723/pKX que proporciona la sintesis y produccion de AFP en forma disuelta secretada con un nivel
de expresion no inferior a 10 mg/l. El alto nivel de sintesis de la proteina deseada en forma disuelta secretada se
proporciona porque el plasmido pKX comprende un promotor del gen GAL1 con amplificacion simultanea del gen
KAR2 (Robinson A.S., et al.,, 1996, J. Biol. Chem. 271: 10017-10022), que codifica una proteina de unién a cadena
pesada chaperona BiP. En el genoma de la cepa del receptor, hay amplificacién del gen PD11 (Robinson A.S., et al.,
1996, J. Biol. Chem. 271: 10017-10022), que codifica una enzima disulfuro isomerasa que participa en la formacion
de enlaces disulfuro durante el proceso secretor de las proteinas.

El ADN de plasmido recombinante comprende un gen de AFP humana bajo el control de un gen promotor de GALT,
que proporciona un alto nivel de transcripcion del gen, y un gen KAR2, que codifica una proteina de unioén a cadena
pesada chaperona BiP, que participa en el plegamiento de proteinas durante el proceso secretor de las proteinas y
proporciona un alto nivel de produccién de la proteina deseada en el liquido de cultivo. Ademas, para proporcionar la
correcta formacion de enlaces disulfuro y la formacion de una estructura terciaria nativa de la proteina, se usa un
gen PS11 que codifica la disulfuro isomerasa.

Se caracteriza el ADN del plasmido pKX recombinante (Fig. 1), que codifica un gen de AFP humana, por los
siguientes rasgos:

- es un plasmido de expresion para la secrecion eficaz de AFP humana;
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- tiene un tamafo de 13301 pb;

- comprende un fragmento que codifica la secuencia aminoacidica de una alfa-fetoproteina humana madura
de SEQ ID NO: 2;

- comprende un fragmento del plasmido bacteriano pUC18, una region de inicio del plasmido de levadura de
2 um, un marcador de levadura selectivo PGK1, un gen de levadura KAR2 que codifica una proteina de unién a
cadena pesada chaperona BiP, un gen PD11 que codifica una enzima disulfuro isomerasa y un moédulo de expresion
con un genoma de AFP;

- en la estructura del médulo de expresion presentado por la secuencia nucleotidica de SEQ ID NO:1 se
incluyen: una regién promotora del gen de levadura GAL1, una region prepro de secrecion del gen de levadura
MFa1, una regién que codifica una AFP humana madura y un campo de terminacién de la transcripcién de un gen
de levadura CYC1. Cuando se introduce este plasmido en una célula, se consigue un alto nivel de transcripcién del
gen de AFP debido al uso de un promotor de GAL1 altamente eficaz. La introduccién de una regiéon prepro de
secrecién de MFa1l proporciona el procesamiento secretor correcto de la AFP, acompanado de la secrecion eficaz
de la proteina con la secuencia aminoacidica esperada de SEQ ID NO: 2, si la regién codificante correspondiera con
la secuencia de ADN que codifica una AFP humana madura en un liquido de cultivo;

- una distincion significativa de la construccién de plasmido propuesta es que el gen afp esta bajo el control
de un promotor de GAL1 altamente eficaz, y para proporcionar la correcta formacién de puentes disulfuro y la
formacion de una estructura terciaria nativa de la proteina, se usan los genes PD11 y KAR2.

Cualquier célula eucariética susceptible de dicha transformacién con el plasmido indicado puede transformarse con
la ayuda del plasmido creado. La seleccién de la célula no es critica, puesto que los procedimientos y etapas de
transformacién son bien conocidos por los especialistas en la materia. Sin embargo, dependiendo del tipo de célula y
las condiciones de cultivo del transformante obtenido, puede variar el nivel de expresién de AFP, pero el hecho de la
expresion del péptido requerido tendra lugar en condiciones de transformacién exitosa de la célula original.

Se usa una cepa receptora YBS723 de genotipo pgki/pgk1 para obtener la cepa Saccharomyces cerevisiae
YBS723/pKX. La homocigosis de pgkl1/pgkl hace a esta cepa incapaz de crecimiento en todos los medios que
contengan cualquier fuente individual de carbono digerible normalmente por levaduras S. cerevisiae. La homocigosis
de ga180: :PD11/ga180: :PD11 da como resultado un cambio de la regulaciéon del promotor del gen GAL1 con la
amplificacion simultanea del genoma del gen PD11 que codifica la enzima disulfuro isomerasa y la participacion en
la formacién de enlaces disulfuro durante el proceso secretor de las proteinas.

La cepa YBS723 se transforma por el plasmido pKX segun el procedimiento (Ito H., et al., 1983, J. Bacteriol. 153:
163-168). Se seleccionaron los transformantes segun la capacidad de crecer en medio de levadura completo
(bactopeptona - 20 g/l, extracto de levadura - 10 g/l, bactoagar - 20 g/l) que comprende 2% de glucosa como fuente
de carbono. Uno de dichos clones se designa como YBS723/pKX.

La cepa de levadura diploide obtenida Saccharomyces cerevisiae YBS723/pKX se caracteriza por los siguientes
rasgos:

Rasgos genéticos: Genotipo pgk1/pgk1 ga180: :PD11/ga180: :PD11.

Rasgos morfoldgicos: Las células vegetativas de un cultivo de 48 horas cultivado en medio nutriente sélido con 2%
de glucosa como Unica fuente de carbono tienen forma oval, un tamafo de célula de 3,6 x 7,1 um, el protoplasma es
homogéneo y la reproduccion es por gemacién. Cuando se cultivan en un medio sélido que comprende extracto de
levadura y peptona (YEP) a 30°C después de 72 h de crecimiento, las columnas tienen la siguiente apariencia:

1) en medio YEP con glucosa- una columna de color blanco de borde liso, superficie brillante, perfil en forma
de cono y consistencia de tipo crema;

2) en medio YEP con almidén- una columna de color blanco de borde pautado, superficie mate, perfil de tipo
lenticular y consistencia granulosa;

3) en medio YEP con melazas- una columna de color blanco con superficie mate arrugada, borde pautado,
perfil convexo y consistencia de tipo crema.

Crecimiento en medio liquido: En medio YEP con almidén a 32°C durante las primeras 24 horas de cultivo- un
liquido turbio, de residuo blanco, no se apelmaza y no forma peliculas parietales.

Rasgos fisicoquimicos: Anaerobia facultativa. Temperatura de crecimiento: 23-33°C (6ptima, 31°C). pH de cultivo,
3,8-6,7 (6ptimo, 5,0). Se observa el mayor nivel de secrecion de AFP a pH 6,8-7,0.

Asimilacion de fuentes de carbono: Fermenta glucosa, galactosa, fructosa, maltosa, sacarosa, dextrina y almidon.

Asimilacion de fuentes de nitrégeno: Asimila amino&cidos, urea, sulfato de amonio y nitrato de amonio.
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Especificidades distintivas: En el caso de cultivo en un medio rico en almidén (2%), zonas de almidén consumido
rodeadas por un borde oscuro después de incubacion del disco a +4°C durante 24 h.

Patogenicidad: La cepa Saccharomyces cerevisiae YBS723/pKX no es patogénica.

Procedimiento de almacenamiento: Se almacena la cepa en un medio rico en agarosa con glucosa durante 3 meses
a +4°C.

Se deposita la cepa Saccharomyces cerevisiae YBS723/pKX obtenida, productora de AFP en forma secretada, en la
Russian Collection of Industrial Microorganisms (VKPM) con el n® Y-3115.

La cepa celular productora de AFP recombinante propuesta por los solicitantes tiene una serie de ventajas frente a
los prototipos ya existentes:

- la produccion del producto deseado se lleva a cabo en forma secretada en un liquido de cultivo;

- la secuencia aminoacidica del producto final corresponde a la secuencia de una AFP humana madura de
SEQ ID NO: 2;

- de forma similar al analogo embrionario sérico, la AFPr producida por la cepa productora Saccharomyces
cerevisiae YBS723/pKX esta glucosilada;

- el rendimiento del producto deseado aumenta significativamente debido al aumento de expresién del gen
que codifica la enzima disulfuro isomerasa PD11, que proporciona la formacion de enlaces disulfuro, y el gen KAR2,
que codifica la proteina de unién a cadena pesada chaperona BiP, que proporciona un correcto ensamblado de la
proteina y secrecion del producto deseado al medio de cultivo.

Resulta completamente obvio que la secuencia que codifica el ADN puede comprender sustituciones relacionadas
con la degeneracién del codigo genético, y también algunas sustituciones, inserciones y deleciones que en conjunto
no den como resultado la obtencion de formas inactivas de la fetoproteina. Las posibles variaciones son conocidas
por los especialistas en la materia. El polipéptido obtenido puede incluir también en el marco de la secuencia
aminoacidica sustituciones aminoacidicas conservativas que supongan la sustitucién se un aminoacido por otro que
tenga propiedades similares. Sin embargo, dentro de los limites de los rasgos reivindicados de la presente
invencion, estan solo aquellos polipéptidos que tengan una estructura primaria, secundaria y terciaria que no altere
la actividad requerida del polipéptido obtenido, en particular, que tengan propiedades idénticas o similares a las
propiedades de la AFP humana madura, determinadas en un analisis inmunoldgico y de acuerdo con su capacidad
de suprimir el crecimiento de células Raji de linfoma de linfocitos B en un cultivo in vitro.

Se determinan los indices de actividad funcional, en la que se considera que el polipéptido obtenido tendra las
propiedades de una AFP sérica humana madura, segun la reaccién inmunoldgica y segun su capacidad de inhibir in
vitro el crecimiento de células Raji de linfoma de linfocitos B a un nivel no inferior al 10% de la actividad de una AFP
sérica humana madura.

En el caso del uso practico del polipéptido obtenido en la constitucion de una composicién, se usan componentes
adicionales tradicionales tales como excipientes, diluyentes, conservantes, soluciones tampén, solucién fisioldgica,
una solucion de cloruro de sodio al 0,9%, aditivos tecnologicos usados durante la produccién de formas
farmacoldgicas, etc. Las composiciones pueden ser fluidas (soluciones, suspensiones, cremas, emulsiones, etc.),
solidas (polvo liofilizado, reconstituido antes del uso, una preparacion adsorbida sobre un portador, etc.), que sirven
para administracion parenteral, oral, intravenosa, intramuscular, etc. o para uso externo, pudiendo comprender las
composiciones para uso externo aditivos que promuevan la adsorcién y difusién de la sustancia activa en tejido.

Las composiciones sinérgicas de la presente invencion proporcionan la presencia en la composicién de otra
sustancia activa, en las que el caso de que estén presentes dos sustancias activas al mismo tiempo, uno de las
cuales es la AFP segun la presente invencidn, el efecto de su accién es fiablemente mayor que en el caso en que se
use cada sustancia separadamente.

Resulta bastante obvio que las composiciones sinérgicas son una de las variantes preferidas de realizacién de la
invencion, puesto que para un especialista en la materia la variante de administracién de cada componente activo
separadamente es obvia. Por ejemplo, en el caso de terapia anticancerosa, puede administrarse separada o
simultaneamente cada preparacion de un componente activo, con separacion en el tiempo o con diferentes modos
de administracion. La seleccion concreta depende del estado del paciente, la gravedad de la enfermedad, el
tratamiento previo, etc.

La seleccion de las dosificaciones terapéuticas para tratamiento puede ser cualquier dosis en un amplio intervalo de
0,001-10 mg/kg del peso del paciente, con la condicibn de que se obtenga el efecto terapéutico requerido.
Corresponde a las dosificaciones tradicionales de AFP humana, puesto que la AFP obtenida tendra propiedades
similares o cercanas con respecto a la actividad. Las dosificaciones limitantes de AFP segun la invencién
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corresponden a dosificaciones de AFP humana, puesto que tienen una secuencia aminoacidica similar que no se
reconoce por un sistema inmunitario normal humano como “extraia”.

La presente invencion se ilustra con los siguientes ejemplos, que no son de caracter restrictivo, sino que se pretende
que demuestren realizaciones de la invencién y practicas de la mejor variante de la realizacién.

Ejemplo 1
Aislamiento de ARNm total y construccion del plasmido recombinante intermedio de ADN pTrcafp

Se aislé el ARNm total de la linea celular de hepatoma humano HepG2 con la ayuda de reactivo Trizol (Gibco BRL,
EE.UU.) de acuerdo con el procedimiento del productor. Se obtuvo el ADNc usando el kit de sintesis de ADNc First
Strand (MBI Fermentas) en presencia de cebadores oligo(dT)is o GAAGTAATTTAAACTCCCAAAGC (3R),
complementario del extremo 3’ del gen afp. Se llevd a cabo la amplificacion de la matriz obtenida para posterior
clonacion en presencia de los cebadores:

CTTCAATCGATATGACACTGCATAGAAATG (Cla)
CTTCCAAGCTTAAACTCCCAAAGCAG (Hind),

el primero de los cuales corresponde a la secuencia 5’ del gen de proteina madura (marcado en negrita) y
comprende un sitio de reconocimiento de la restrictasa Cla I, mientras que el segundo es complementario de la
seccion del extremo 3’ del gen (marcado en negrita) y comprende un sitio de reconocimiento de Hind Ill. Se llevé a
cabo la amplificacion del gen en un volumen de 100 pl. La mezcla de reaccién comprendia 10 ng de ADNc, 30 pM
de cada cebador (1) y (2), una mezcla de dNTP (0,2 mM cada uno), Tris-HCI 10 mM, pH 8,8, KCI 10 mM, MgSQO4 2,5
mM, 2,5 unidades de ADN polimerasa Pfu (compania Stratagene) y 1 unidad de ADN polimerasa Taq (compania
Fermentas). Se llevaron a cabo 25 ciclos segun el esquema: 95°C/40 s, 39°C/40 s, 72°C/1 min. Se analizaron los
productos de reaccion mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%; se cortaron tiras de una longitud de
aproximadamente 1790 pb, se extrajo el ADN del gel, se trat6 con las restrictasas Clal e Hindi, se cloné en el
plasmido pTrcTEGF, obtenido anteriormente basandose en el vector pTrc99A (Amann E., et al., 1988, Gene, 69,
301-315), y se tratd con esas mismas restrictasas. Como resultado, se obtuvo el plasmido pTrcafp; se confirmo su
estructura por analisis de restrictasa usando las restrictasas Cla | e Hind lll, respecto a las cuales se llevo a cabo la
clonacion, y también Spe I, Mun |, Sec | y Sty |, cuyos sitios de reconocimiento estan dentro del gen de AFP, y
mediante la determinacién de la secuencia nucleotidica de la seccién de ADN clonada con la ayuda de PCR. Se
llev6 a cabo al secuenciacién segun el procedimiento y con el uso del kit secuenciador de ADN Cycle Reader™
(Fermentas, Lituania).

Ejemplo 2
Preparacion de ADNc sintético que codifica un gen de AFP humana

Para obtener un gen de AFP sintetizado, se sintetizaron quimicamente 36 oligonucleétidos que tenian una longitud
de 62-68 b. Basandose en estos oligonucleétidos, se obtuvieron 6 fragmentos bicatenarios mediante el
procedimiento de reaccion en cadena de la polimerasa, cada uno de los cuales se cloné en un vector pUC18. Se
confirmd la estructura primaria de todos los fragmentos clonados mediante secuenciacion. Se recogieron entonces
secuencialmente los fragmentos con la estructura nucleotidica correcta en un gen deseado mediante el
procedimiento de restriccion/ligamiento en forma de un fragmento del plasmido pUC18. Se obtuvo de manera similar
un ADNc para la expresion de formas modificadas de AFP, que comprende la delecién, mutacion o adicién de
residuos aminoacidicos.

Ejemplo 3
Construccion de un plasmido recombinante de ADN pKX

Se usé el plasmido pTrcafp como matriz de PCR en presencia de los cebadores:

CAACCCTCGAGTTAAACTCCCAAAGC
CCAACCCATGGCTAAGAGAACACTGCATAGAAA-TG.

Los sitios de restriccion de Ncol y Xhol (subrayado) estan fijados en la secuencia de los cebadores. El fragmento de
ADN obtenido como resultado de la amplificacién después del tratamiento con las endonucleasas de restriccion
Ncol/Xhol se cloné en el vector pUC18/GAL1-pp, que comprende un promotor de GAL1 y la region prepro de
secrecién de MFa1. Como resultado, se obtuvo el plasmido pUC1B/GAL1-pp/afp. Para excluir posibles errores de
PCR, se secuenci6 el fragmento Ncol/Xhol del plasmido. Se transfiri6 el fragmento Hindlll/Xhol del plasmido
pUC18/GAL1-pp/afp, que comprende el promotor de GAL1, la regién prepro de secrecion de MFal y que codifica
parte del gen de AFP humano (Fig. 2), al vector pPDX birreplicén de Hindlll/Xhol (levadura E. coli). Como resultado,
se obtuvo el plasmido pPDX/GAL1-pp/afp. Se transfirié el fragmento Clal/Xhol del plasmido pPDX/GAL1-pp/afp al
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vector Clal/Xhol de pPK, que difiere de pPDX por la presencia del gen KAR2. El plasmido obtenido como resultado
se denomina pKX (Fig. 1). De manera similar, se obtuvo el plasmido pKX-1, que comprende el gen de AFP humano
sintético consistente en los codones de levadura mas ampliamente usados (Fig. 3). El plasmido pKX-1 difiere de
pKX en que comprende el gen sintético de una AFP humana madura.

Ejemplo 4
Obtencion de una cepa productora de AFP humana

Para obtener la cepa Saccharomyces cerevisiae YBS723/pKX, se transformé la cepa receptora YBS723 por el
plasmido pKX de acuerdo con el procedimiento (Ito H., et al., 1983, J. Bacteriol. 153: 163-168). Se seleccionaron los
transformantes por la capacidad de crecer en medio de levadura completo (bactopeptona - 20 g/, extracto de
levadura — 10 g/l, bactoagar - 20 g/l), que comprende un 2% de glucosa como fuente de carbono. Uno de dichos
clones se designa YBS723/pKX.

Ejemplo 5
Determinacion de la productividad de la cepa productora de AFP humana Saccharomyces cerevisiae YBS723/pKX

Se cultivaron células de la cepa productora YBS723/pKX en viales a 26°C en un agitador (250 rpm) en medio de la
siguiente composicion: glucosa - 2%, glicerina — 1,5%, extracto de levadura - 1%, peptona - 2%, agua destilada. Se
mantuvo el pH del medio a 7,0 mediante la adicién de tampédn fosfato 0,1 M. La valoracion inicial de las células fue
de 5x10°. Se tomaron muestras después de 72 horas de crecimiento del cultivo después de la transicion al estado
estacionario de crecimiento a una valoracion de 7-8x10°. Se obtuvo una muestra del liquido cultivado después de
centrifugacién del cultivo a 10.000 rpm durante 1 min y se usé en los siguientes andlisis. Se analizaron muestras del
LC mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 12,5% con dodecilsulfato de sodio. Se colorearon los geles
con Coomassie R-250 (Fig. 4) y se examinaron para determinar la proteina total y el contenido relativo de la proteina
especifica AFP. Segun los datos de electroforesis y examen, el contenido total de AFP en el LC es de
aproximadamente un 10-25% de la proteina total, pero hay una degradacion intracelular parcial de la proteina. El
contenido relativo de AFP en la LC se determin6 mediante el procedimiento de inmunotransferencia en presencia de
anticuerpos policlonales de AFP (Fig. 4). Se determind también el contenido cuantitativo de AFP en el liquido de
cultivo mediante el procedimiento de analisis inmunoenzimatico (IEA), con el uso de un conjunto de anticuerpos
monoclonales y policlonales de AFP humana. Segun los datos de IEA, el contenido medio de AFP en el LC en medio
liquido alcanzo los 5 mg/I.

Ejemplo 6

Determinacion de la productividad de la cepa productora de AFP humana Saccharomyces cerevisiae YBS723/pKX
en medios de alta densidad

Se llevé a cabo el cultivo alimentado por lotes de la cepa YBS723/pKX en un fermentador a 26°C y pH 7,0
(mantenimiento automatico). Se mantuvo el contenido de oxigeno disuelto Od >20%. Durante la fermentacion, se
llevé a cabo el relleno con medio de la siguiente composicion: extracto de levadura - 30 g/l, peptona - 60 g/l, glucosa
- 100 g/l. La velocidad de alimentacién del relleno era tal que proporcionara una velocidad de crecimiento del cultivo
p= 0,03. Después de conseguir una DOsp igual a 280 unidades dpticas, se analizd el contenido de AFP en el LC. Se
determiné el contenido relativo y total de AFP en el LC de cultivos de alta densidad de YBS723/pKX como se
describe anteriormente en el ejemplo 4. En el caso de cultivar en medios de alta densidad, el contenido de AFPr en
el LC segun los datos de IEA alcanzé los 70 mg/l.

Ejemplo 7
Aislamiento y caracterizacion de AFP humana recombinante de LC de una cepa productora YBS723/pKX

El aislamiento de AFPr del LC de la cepa productora YBS723/pKX se llevé a cabo como se describe anteriormente
(Dudich et al., 1999, Biochemistry, 38: 10406-10414) con ligeros cambios. Se concentr6 el liquido de cultivo de 3 | a
200 ml mediante ultrafiltracion en una celda concentradora "Millipore" y se dializé frente a un tampoén de Tris-HCI
0,005 M, pH 7,5, NaCl 0,1 M, 4°C, y se centrifugd entonces durante 0,5 horas a 10.000 rpm.

Cromatografia de intercambio idnico. Se aplico el sobrenadante obtenido después de la centrifugacién a una
columna de intercambio i6nico DEAE-Sepharose Fast Flow (Pharmacia, 27 x 4 cm), equilibrada con Tris-HCI 0,01M,
pH 7,5, NaCl 0,1 M. Se retiraron los componentes no unidos al adsorbente de la columna por lavado con un tampén
de partida, mientras que la elucion del producto deseado se llevé a cabo con NaCl 0,2 M en tampén de Tris-HCI, pH
7,5, a una velocidad de 1 ml/min.

Cromatografia de afinidad. Se combinaron las fracciones que comprenden AFPr, se llevo la concentracion de NaCl a
0,5 My se aplicé a una columna de afinidad con Sepharose CL-4B conjugada con anticuerpos policlonales anti-AFP
de conejo, que se equilibré con Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5 y NaCl 0,5 M. Después de la salida de las proteinas no
unidas a los anticuerpos de las proteinas, se eluyé la AFPr adsorbida con HCI 0,005 M. Se determiné el pico de la
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salida de material tras alcanzar un pH de 5,0 a 3,5 mediante la absorciéon a 280 nm. Se neutralizé la solucion de
AFPr a pH 7,5 mediante la adicion de una solucién de Tris-HCI 2 M, pH 7,5.

Cromatografia en gel. Se llevé a cabo la purificacion adicional de AFPr mediante cromatografia en gel en una
columna con Sephacryl S-200 (1,8 x 70 cm) en tampon fosfato 0,1 M, pH 7,0, NaCl 0,15 M, a una velocidad de 0,5
ml/min. Se concentré la solucion de AFPr purificada en una celda "Amicon" (membrana YM-30) a presion de
nitrégeno.

Andlisis de muestras. Se controlaron la identificacion y pureza de la preparacién de AFPr obtenida mediante
procedimientos de electroforesis en gel segun Lammly en PAGE-SDS al 12,5% con B-mercaptoetanol con posterior
coloracién con Coomassie (Fig. 4A), andlisis de transferencia Western en una membrana de PVDF con una
valoracion de anticuerpos primarios 1:500 y de anticuerpos secundarios 1:5000, transferencia puntual en una
membrana de ECL-nitrocelulosa Hybond (Fig. 4B), e IEA.

Determinacion de la concentracion de proteina en las soluciones: Se llevo a cabo de acuerdo con el procedimiento
de Bredford, usando una solucién estandar de AFP embrionaria como control, y también espectrofotométricamente a
278 nm, teniendo en cuenta un coeficiente de extincion E1e, 278 nm= 0,53.

Ejemplo 8
Determinacion de la actividad biolégica de AFP humana recombinante in vitro

Se determinaron la actividad funcional de AFPr y las formas modificadas de la misma de acuerdo con su capacidad
de suprimir el crecimiento de células Raji de linfoma de linfocitos B en el cultivo in vitro, como se ha descrito
anteriormente (Semenkova L.N., 1997, Tumor Biol. 18, 261-274; Dudich E.I., et al., 1998, Tumor Biol. 19, 30-40). Se
lavaron prellmlnarmente con un medio reciente, se dispusieron las células Raji en cada celda de una placa de 96
alvéolos a 5x10° en 0,1 ml de medo RPMI-1640 en presencia de 10% de suero fetal de ternero y se afadieron
entonces diferentes dosis de AFP durante 12 horas Se midi6 la proliferacion de las células mediante un
procedimiento estandar mediante la introduccion de [H] -timidina durante las Ultimas 4 horas de cultivo. Para
comparacion, se estudid la reactividad dependiente de la dosis para dos muestras de AFP de origen embrionario,
AFPembr y AFPr de levadura (Fig. 5). Resulta evidente que ambas preparaciones manifiestan una actividad
citostatica expresada con respecto a estas células. De forma similar, para determinar la actividad de preparaciones
basadas en AFP in vitro, puede usarse cualquier otra linea de células cancerosas que sean sensibles a la accién
supresora de AFP, tales como HepG2 de hepatocarcinoma, MCF-7 de cancer de mama, LnCap de cancer de
prostata, U-937 de mieloblastoma y otras (Semenkova L.N., 1997, Tumor Biol. 18,261-274; Dudich E.I., et al., 1998,
Tumor Biol. 19, 30-40).

Ejemplo 9
Uso de AFP recombinante como preparacion anticancerosa

Las preparaciones anticancerosas basadas en AFPr y formas modificadas de la misma pueden usarse para la
inhibicion del crecimiento de neoplasias malignas, tales como cancer primario o mestastasico del higado, cancer de
sangre (leucemia, mieloblastoma, linfoma), cancer de mama y cancer de prostata. Para determinar la sensibilidad de
este tipo de células cancerosas a la AFP, es posible usar diferentes procedimientos tanto in vitro como in vivo. El
procedimiento de determinacion de la actividad in vitro se describe en el ejemplo precedente 8. Para determinar la
accién oncosupresora de las preparaciones basadas en AFP in vivo, pueden usarse modelos animales, por ejemplo,
con el uso de ratones atimicos con lineas celulares humanas de células cancerosas implantadas subcutanea o
intraperitonealmente tales como Raji, HepG2, LnCap, MCF-7 y otras. Por ejemplo, se administraron por via
subcutanea células Raiji de linfoma de linfocitos B en una cantidad de 1-5 x 10° por ratén. La administracion de AFP
y derivadas de la misma se inicié 7 dias antes del implante de células tumorales por via intraperitoneal o intravenosa
a una cantidad de 1-10 mg/kg. Se us6 soluciéon tamponada fisiolégica (PBS) como control. Se evalud el tamarno del
tumor mediante medidas diarias con la ayuda de un micrométro.

Tabla 1

Resultados de ensayos de AFPr sobre modelos de ratones de linea atimica implantados con células Raji de linfoma
de linfocitos B

Numero de animales Dosis de AFP  por | Procedimiento de | Resultado
inyeccion administracién
10 1 mg Intraperitoneal, 2- Estabilizacién
diariamente durante 20
dias 5- Inhibicién del 50%
3- No se desarroll6 tumor
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(continuacion)

5 PBS Intraperitoneal, 10- 100% de desarrollo del
diariamente durante 20 | tumor
dias

10 0,5mg Intraperitoneal, 2- Estabilizacion
diariamente durante 20
dias 5- Inhibicion del 50%

3- No se desarrollé tumor

10 2mg Intraperitoneal, 2- Estabilizacién
diariamente durante 20
dias 5- Inhibicién del 50%

3- No se desarroll6 tumor

El procedimiento de administracion de preparaciones basadas en AFPr de levadura o derivados de la misma puede
comprender también la administracion de preparaciones quimioterapéuticas simultanea o secuencialmente. Pueden
presentarse como ejemplos de dichas preparaciones quimioterapéuticas las siguientes: doxorubicina, vincristina,
fluorouracilo, metotrexato, actinomicina D, mitomicina C, tamoxifeno, flutamida, vincristina, vinblastina, ciclosporina,
retinoides, carotenoides y otros. Habitualmente, puede administrarse una preparacién quimioterapéutica en dosis
estandares o en dosis subodptimas, por debajo de la terapéutica habitual. El efecto de la accion combinada de AFPry
doxorubicina (A) y AFPr y acido todo-trans-retinoico (tRA) se presenta como ejemplo en la Fig. 6. En el caso de la
administracion simultanea de las preparaciones, se observa una accién oncosupresora sinérgica en el caso de uso
de dosis suboptimas.

Ejemplo 10
Uso de AFP recombinante para la estimulacion del crecimiento de citoblastos

Se obtuvo el cultivo primario de fibroblastos embrionarios de pulmén y retina humanoa tratando con una solucion de
tripsina al 0,2% los tejidos correspondientes de embriones de 5-10 semanas obtenidos después de abortos legales.
Se cultivaron las células en medio RPMI-1640 en presencia de suero fetal bovino (CFS) al 10%. Se midi6 la
actividad citostatica de la AFP como se describe anteriormente (Semenkova L.N., 1997, Tumor Biol. 18, 261-274;
Dudich E.I., et al., 1998, Tumor Biol. 19, 30 -40). Se lavaron intensivamente células a una cantidad de 4x10* en 0,15
ml de medio con un medio reciente, se dispusieron en cada celda de una placa de 96 pocillos, se afnadieron
entonces diferentes dosis de AFP y se cultivaron durante 24 horas. Se midi6 la proliferacion de células por un
procedimiento estandar mediante la inclusién de [*H]-timidina durante las tltimas 4 horas de cultivo.

Se estudi6 también la dependencia de la dosificacion del efecto de la AFP sobre el crecimiento celular para el cultivo
primario de fibroblastos embrionarios humanos. La AFP tenia efecto un estimulante sobre estas células, alcanzando
un 50-90% con respecto al control (Fig. 7).

Ejemplo 11
Uso de AFP recombinante en cosmetologia

En vista del hecho de que la AFP tiene la capacidad de estimular el crecimiento de citoblastos y de que es un factor
de crecimiento para células embrionarias, se propone su posible uso para la preparacion de mascaras cosméticas,
cremas Yy lociones. La AFPr puede usarse como excipiente para liposomas, microsomas y nanosomas. En vista del
hecho de que la AFP es capaz de unirse a ligandos hidr6fobos, en particular vitaminas liposolubles, esteroides,
isoflavinoides y acidos grasos poliinsaturados (Deutsch H.F., 1991, Adv. Canc. Res. 56, 253-312); Aussel C. y
Masseyeff R., 1994, Biochem. Biophys. Res. Commun. 119: 1122-1127; Deutsch H.F., 1994, J. Tumor Marker Oncol.
9: 11-14), se muestra el uso combinado de AFPr con vitaminas liposolubles, tales como derivados de retinoides,
carotenoides, tocoferol, vitamina D y esteroides tales como derivados de estrégenos y andréogenos. Pueden usarse
también estradiol y otros como ejemplos de dichos esteroides.
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His
Leu
Pro
Fhe
Tyr
155
Fro
Ala
His
Ile
Glu
235
Cys
Ser
C}"S
Glu
Leu
315
Phe
Ala
Glu
Glu

Arg
395

Ile
Ala
Val
Gly

a0
Leu
Ser
Ala
Glu
Met
140
bla

Sar

Ala
Thr

220
Ile

Tyr
Cys
Asn
300
Gly

Leu

Val

Lys

Glu
380

Ser

Leu
Thr
Ser
45

Rsp
Glu
Asp
His
Pro
125
Asn
Pro
Cys
Thr
Cys
205

Val

Gln

Gly

Il;

Lys

285
Asp

Asp
Ala
Ser
Cys
365
Glu

Cys

Asp
Ile
30

Lys
Glu
Glu
Cys
Lys
110
Val
Lys
Thr
Cys
Val
190
Ala
Thr
Lys
Asp
Cys
270
Leu
Glu
Arg
Ser
Val
350
Phe

Leu

Gly

Ser
L5

Phe
Met
Gln
Leu
Cys
a5

Lys
Thr
FPhe

Ile

Lys

175
Thx

Val
Lys
Leun
Val
255
Ser
Thr
Lys
Asp
Phe
335
Ile
Gln

Gln

Leu

Tyr
Phe
Val

Ser

Ccys

B0
Ser

Pro
Ser
Ile
Leu
160
Ala
Lys
Met
Leu
Val
240
Leu
Gln
Thr
Fro
Phe
320
Val
Leu
Thr
Lys

Fhe
400



Gln

Thr

Lys
Leu
465
Cys
Val
Ile
Met
Thr
545
Glu

Gly

Lys
Lys
Lys
Leu
450
Cys
Cys
Val
Phe
Lys
530
Glu
Lys

Gln

Leu

Lys

Gly

Ala

. 420

Meat
435
Leu
Ile
Thr
Asp
His
515
Gln
Glu
Cys

Lys

Ala
Ala
Arg
Ser
Glu
500
Lys
Glu
Gln
Cys

Leu
580

Glu
405
Pro

Ala

Cys

His

Sar
485
Thr

Lsp
FPhe
Leu
Gln

565
Ile

Tyr
Gln

Thr

Glu
470
Tyr

Leu
Leu
Glu
550
Gly

Ser
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Tyr
Leu
Bla
Glu
455
Met
Ala
Val
Cys
Ile
535
Ala
Gln

Lys

Leu
Thr
Ala
440
Gly
Thr
Asn
Fro
Gln
520
Bsn
Val

Glu

Thr

Gln
Ser
425
Thr
Ala
Fro
Arg
Pro
505
Ala
Leau
Ile

Gln

Rrg
585

17

Asn
410
Ser

Cys

Ala-

Val
Arg
490
Gln
Val
Ala
Glu

570
Ala

Ala
Glu
Cys
Asp
Bsn
475
Pro
Phe
Gly
Lys
Asp
555
Val

RBla

Phe
Leu
Gln
Ile
460
Pro
Cys
Ser
Val
Gln
540
Phe

Cys

Leu

Leu
Met
Leu_
445
Ile
Gly
Phe
Asp
Ala
525
Lys
Ser

Phe

Gly

Val
Ala
430
Ser
Ile
Val
Ser
Lsp
510
Leu
Pro
Gly
Ala

Val
580

Ala
415
Ile

Glu

Gly
Ser
495
Lys
Gln
Gln

Len

Glu
575

Tyr
Thr
Asp
His
Gln
480
Leu
Phe
Thr
Ile
Leu

560
Glua
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REIVINDICACIONES

1. Un plasmido pKX recombinante que comprende: un médulo de expresion de SEQ ID NO:1 que codifica una
alfa-fetoproteina humana madura (SEQ ID NO: 2), un fragmento del plasmido bacteriano pUC18, una regién de
inicio de la replicacion de un plasmido de levadura de 2 pm, un gen KAR2 que proporciona el correcto ensamblado
de la proteina y la secrecion del producto deseado a un medio de cultivo, un gen PDI1 que proporciona la correcta
formacion de enlaces disulfuro, un marcador de levadura URAS selectivo y PGK1 selectivo.

2. Una célula productora eucarética que tiene la capacidad de secretar alfa-fetoproteina recombinante humana
transformandola con el plasmido pKX segun la reivindicacién 1.

3. Un procedimiento para la preparacion de una alfa-fetoproteina recombinante (SEQ ID NO: 2) que
comprende: cultivar una célula eucariética segun la reivindicacion 2, teniendo la célula la capacidad de secretar una
alfa-fetoproteina recombinante al medio de cultivo, y la etapa de aislar la alfa-fetoproteina recombinante a partir del
medio de cultivo.

4. El procedimiento segin la reivindicacion 3, caracterizado porque la célula eucariética es una célula de
levadura.
5. El procedimiento segun la reivindicacion 4, caracterizado porque el cultivo se lleva a cabo a una

temperatura de 23-33°C en un medio que comprende: glucosa - 2%, glicerina — 1,5%, extracto de levadura - 1%,
peptona - 2%, agua destilada, con el mantenimiento del pH del medio a 4,5-7,0 mediante tamponacién adicional y
anadiendo oxigeno soluble hasta pO > 20%.

18



ES 2384 863 T3

W E

(¥2Z¥9) lews;

M9d
evuN /(@6L2) 1BID
(8%7/S) 109N / \Gmoe lllpuIH
(5259) _#ma_,._._._,_.”..._ / [/ /¥vo
| (6098) iisd

ddY 2P 2JUEdlIpod EldUaNIIS

sto 1) JoUX

131D
A\ \ (2GOL L) ININ
82: lipuIH

(2101) 14093
ywg
(L6€) 14003

19



ES 2384 863 T3

eZ'9l4

L] L] L] L] L L]

mmmmumuuumummmmmuMmumuMMMUuumuuUuuuuuuMumnuummuuuuumummUuuuu

8k TLb 9% 167 14’4 - 1EP %4
L] E . ] [ ] L] [ ﬁﬁﬁﬁmf\
p3EP3OPERI3jORPOORR DS ORPRRROLIPRRIR R RORORPR JR3OIRD333206

XA S iy . T0F 16E - I8¢€ TLE T9¢
. . Hmﬂ_‘_.r{. . '
umhummmmummGHMMuuMnumbmmuUuuuuuuuumuuuuuuummuum&umumnuumummm

T9¢ TGE THE 1te ¥4 11e T0€
mumuummummuummmuummmummmummmUuuUummmUmunbumbuummmuumummuummm

10¢ ﬂmm Hmm me Hmm Hmm qu
mmbmmmmmmumuuuuumuuuuummuumummumuuuum@mmﬁummummuUUNHGuumuuuu

18 24 TEe 122 Tte 10< 161 18T
Bobo1oobabyebeoboverlblsooi 1606236600003 30356030536056365253003012

18T TLT 1971 153 %1 1€1 - 12T
. . - Igasg., ° . . .
ummmmmmmmhuuuouummummuhGUmebuumuummmmmuumbmumummmmuumumuumn

121 | ﬂHH ﬂaﬂ Hm Hm TL 19
. * IIIPUTH.’

umUuumuummUuumumumuummuuuuummmmuuuUuuuuuommwmmmmuuumMuuuhmmm
19 TG - TIP 1€ 1< T T



ES 2384 863 T3

P01

4

¥9

A

ve

. . 4g'ol1d . . : ,
13sd,

uumumnmmﬁumuuuuumo@uumuﬂuupuumMuﬁmmuumummmpmmmmmuwumuumuwmmm
I 2 0 X § a T I $ ¥ 1 9 R & N ¥ H T &L ¥

Ip8 1£8 Hmm HHm ﬁam ﬂmw | Hmp
' *JOON.
mmmuum@pﬂuuumuwmmaﬂmmmmmmmmpumuumgpmummuumuumpumuumummmumuuu

¥ Y B 8 A ® @ 8 ¥ ¥ ¥ I &€ ¥ I & & N I 4

8L TLL 9L 184 vi LEL 1L

L ]

muumuummmummpammumo@mu&mouuvuumuumuuuuwuu@uPUumUUupuwmmmmmmm
7T T 8 M N &L B8 N & & &4 1T A Y A 0 & a D dH
12L TTL 10L

*

va33ebeiqzoeiabboreoabrobeehiobbooyeeeocobboerebivbrebeoeede

169 189 1L 199

]

7T @ 1T X O I A Y T ¥ & T 0¥ 1 3 a T I OL

199 169 194, 1£9 129 119 109
* ) * * ) Iieg,*
joevavusilbenolnbisbeizenbonizooieadeohbnyielaazbeshiordyjozesnn
d N A &8 ¥ ¥ 7T ¥ €8 8 ¥ ¥ & T A ¥ &L & I B

T09 166 188 TLS T9S 16¢ 154
¢ rgesg, ° . . . . .
end1ebebleoselorererebeb0REN260PR Y120 B0 00 R R 26 JeR
d d 4 RN

TpS 1€S ¥4 I1§ 06 16¥ 187

1
[a\]



ES 2384 863 T3

I¢°OI14
THAeH., * *I9PNv '
sa13eoebebBbeoebeehrehrereobeehabioberoroifiooeebesniibeenday

XA 4 1 % ¥ g 3 3 X ¥ %2 0 8 1 A d4d 3 4 A D0 4
1021 1611 I8T1T TLIT T9TT I6T1T THTIT
’ ¥eneg, ’ . ) ' y
y 1010y ’ y |
11080003eH03e0hEO01oRIODARRERRORORDS 3303131630 RO RbRRR6RD

p0¢ 7T 4 I § ¥ 4 I 8 ¥ ¥ H ¥ T 4 D N H ¥ 9 4
TPTT TE€TT (Y ANS - IT1T TOTT 160T 180T
: *138dy . ‘ ) . )
eeb1bevessbeohiohioebenijeoebboeibeebebhyiyjeeebeeededae00h)

81 7 8 O 8§ 0 2 a § H X ¥ ¥ 1T I &8 ¥ 3 B O
180T TLOT 1901 1501 TPOT 1£0T 1201

- * »

110eebeebhiollioobiooelobrooeeeebelrlbibbbenijoibeceebiebebd

¥ot 7T % % 7T & ¥ 4 1T 0 N T T O S5 s 85 0 2 a D
120T TT01 100T 166 - 186 TL6 196
‘ * I®IW, ° IIIeAY. ° . . .
joeooorerbhebijeenhiovbyreobiebeeebibbjeeeenbeerberbbeene)yoe

vil I &4 32 2 I ¥ I T ¥ a4 ¥ A R M S A 3T X X L
196 166 1843 1£6 126 176 106

uummmmmmupumuuwmmuuumpuuuuuﬂuawumuummuuummu0mﬂpupmadpmmmmmum.
2T ¥ 3 0 A &8 D ¥v &8 &8 I 1 ¥ T a V¥ T S8 I 9 ¥
106 168 188 TLS 198 198 78



ES 2384 863 T3

| PZ'Old
1291 1191 1097 1661 18ST TLST 1951
138d. . . * IL0pTdsd. .

muuumpummmuumumummmmmmmmumup@aumummmumumumumuoomaumuﬁmmuuupm

bPE T 2 @ 1T A @ 9 ¥ 0 0D H &8 H A HY A d T A

1961 - T661 1961 1ES8T TZST T16T 1061
Hmmm_‘- ] [ ] [ ] L]

gaoerebhenolreehjoejijaeeilabeernoelizibeedeoifehioeeeioelihloe

PeE 7 ¥ O T %M I & N A ¥ 3 &4 4 0 ¢ T ¥ L AL

1051 1671 1891 ILp1 T9PT 1661 13225
. . . . © III®AY,° .

 eaeodheessiiiovebooosebbbyijyeeeerbieesbesbibyesbieseedieeell
bot I ¥ % 4 I ¥ 1L 9 &8 N ¥ W A Y 2 ¥ HE O N T
Tebl TEPT 1T4 A" vt 10t T6E1 18ET

mppumaommmmmmwmmuummmmumnumuummummummumwmﬂmummmuouuumummmnum

veZ T § € 3 ¥ T @ ¥ I A I ¥ ¥ ¥ 1 0 &2 2 3 A
T8ET TLET 19¢€T TSET TPel TEET T2ET

eobrerewbioberesbirobaylioqesolieeleeerorblvioboloblobb633303230

vo¢ ¥ N @8 ¥ ¥ 0 D ¢ 4 I I ¥ Q@ XA ¥ ¥ ¥ M T 1
12€1 T1ET TO0ET 1621 1821 - TL2T 1921

. aaeeoeadoeobieabaooinoonjesbbeebeenbeiebebienrieniyieeeoeehae
A XA I & &4 ¥ A T 4 4 H 94 ¥4 ¥ I € XA I 4 A N H
1921 AT A k2T 1€2T 12¢1 1121 T0CT

L] L] ] L]

23



ES 2384 863 T3

. : 92914, . . :

01906606310 Feeboberesbbiivobercobebebbecojeoeieeebeneyjrebeed
b8 T 5 5 § ¥ ¥ ¥ 9 ¥ 0 8 4 DI X2 ¥ 0 1T @ &
1861 ~TL6T . 1961 - TG61 Itel - T€61 wNmH

eebebBeveiebHeecobaieebiaoioooeeerhaoedesoiyzbibeebenbyierrbed

rovy 4 95 ¥ a4 0 2 9 1T 4 8N 8 & 0 8 02 9§ 1T T 4
1261 T16T 10671 1681 188T - TL8T T98T
o : o . 'I0Tndg, :
peaoelehheeriobhiribebeelorieeibedinibiobiiobedioazesebeeberdy

P O A ® ¥ ¥ A ¥ T I A S A ¥ 1T 0 4 B 89 ¥ §
1981 1881 18T 1€8T 1281 1181 - T08T
Hﬂmmm,ﬂ . . . . . »
- Hmﬂmm_m‘ . . - . - - X ' -
1e1eeblenirrbrilrbeesbhlioilioaeieeeeerebifbeniiolliieeaoewilln

PZP A 92 H A 4 8§ ¥ 7T &4 &I N ¥ 3 9 ¢ s 4 0 N 4
108T I6LT TIBLT TLLT TOLT IGLT ‘TPLT

ummmmmpmmmwmmpupupvmnummmuuummmuuuuumpbpmmmmmuuummmmmmummumm
POw a ¥ da 9 1T 4 ¥ N T N 44 8 T 99 @ 4 4 ¥4 a0 N
ThL1l et TZLT TILT T0LT | 16971 1891

eebeobiediyeeieibieesaibbiborebbhioboevorhioveeshyobieedbeorege

PBE 4 ¥ H I I D 0 9 ¥ & T & & T ¥ 2 20 3 1 1
1891 TL9T 1991 1691 1P91
. i ' ' I9PN. ot
ereoeeRo3blo3oroRbRRORRD 1D h v voRIDD b eDJRERRRREE LR ebbeD

A1 M N § T L @ 0 & § 2 I X2 8 W I % 3T 9 a 0

TEST 1291

24



ES 2384 863 T3

3¢°OId

$09 7 7 d ¥ H & I 4 ¥ a a s 4 V¥ & a A X &L g

142504 1€€C L4 X4 IT€C T0€Z 1622 18¢¢
- . ' | ‘ - IePN. ' ’
1ebBh1hb1bbs10beobrD1j0bvIDEhehbeoeRd0HIR]ED] 103 30e063063DeD

8¢ d A A T 8 8§ 4 0 4 ¥ ¥ N ¥ X2 § § I 2 0D 0O
t8cce 1L2¢ 19¢2 1622 [N XA R & XAA TEZec -
H.ﬁ.mm{_ L] s i '] » [
sbH1163166000eve beaDoRbIRREDIRORERDJRID R IDRORDAD BB
41" 5 A 95 d N A d 1L W 3 H ¥ I 2 7T H 9 TI I I

1222 1122 Howw ﬂmﬂm ﬁmﬁm Hnﬂw 1912 .
' I1gasd,
ummuummumm@@&mmumwumuuummuumuummmummmmmummupu&muumuumupumuum

AR d ¥ ¥ 9 4§ 9 2 ¥ 7T T ¥ g % s T O 2 0 L ¥
191¢ 16712 IPic IETC 1212 1112 Hoﬁm.
. | ] . 1124, . .
) * ‘ Idesqd., . . IInag,
eobeovdobeobbaeverebroorojershihiehiobehhorbo00eb30hR0000000
kZs ¥ &L ¥ ¥ W ¥ ¥ & I ¥ W T T 8 §8 & T 0 4 W

1012 T602 1802 TLQc 1902 1602 %02
. y . ¢ 1des, .
reebeeeoeoei10b3360303336003eeeene)joeleqeebebbeioeeebensy)

oS ¥ ¥4 & A ¥ A T &4 ¥ N O T X X &3 95 7T 3 0 4

1r02 Te02 1202 1102 100¢ T66T 1861

[Te]

2



ES 2384 863 T3

799

AL

reo

Bz ol

eeal1bebbbhraa0brobiboroeeerenijaebHao
- *» A D T ¥ ¥ ¥4 L 3 5 I 1

. » .

mmmmmuﬂmwmmmmmvuu@uupumuoummmvmuommm@muummmwuumuumummmmmmmuu

¥ 0 9 3 3 ¥ &4 0 A T 0 3 0 9 0 20 0 ¥ 3N
1282 1162 1062 16b2 18FC TLbT T9F2
-, H.ﬂ_“mf. - ] L] * ] .
6300bbBbenyv13ebHenhiaesibiohbbebijoveoeebbebroreleeeovonbeeeed
T 9 § &4 4 ¥ I A ¥ 3 7T 0 3 8 & I 0 a ¥ 0O
19v2 18v¢ b2 eV 12ve 1192 10k2
: y ' y IIILpood,  IoTndg.
BeebH3ybjjooerlienioizabeberobrebHirboeerobyobobe167666r0q106rED
M A 7T N I T 4 3 0D ¥ W I 0 7T 9% A 99 0 ¥ D
T0%2 T6€2 Hmmm awmm ﬂwmm [ £°) ¥4 - 1bEZ

" Yeues, "I9PN.
o@umuUpmmvﬁmu¢uuupuumnuummmummummunuuuuﬂumuuuuuuuumumumummmm

1662 |5 4°Y 4 ﬁmmw. Hmmm.

L]

26



ES 2384 863 T3

FIG.3a

0ct

00T

08

09

ov

0¢

eheebolbbehaa6611131810eb00ReRER R RE2 18362038003 303306R335
19330600 10rRDDRERERESRD10661313316213eeqeoebeybbeebeebyogee
§ ¥ & & &4 ¥ ¥ H ¥ T & 2 N H ¥ 9 2 a8 §
19€ 16€ 1ve 1€ L XA T1€ T0€
" . v '] Hmnmmm{ + .
cheeoreseeioeheebesceqel1133008RRE133071310e3beoeoere310330
15331611673 8h3033v03Bbvapeeeehby1yjeveherereedbiedyhabiyeebeed
$§ O O a $§ E 9 2 ¥ ¥ 7T I 3 ¥ a8 EH o T ® 7J
T0€ 162 182 L2 - T9¢ 162 Tve
.. Y T . . | .
oeeeerebolbboreribeririooeeeoeesorbeedelrbyjoejorooebyb633)
5333133306 e00bayeeozeeeefbl31623166203303ee0vebvbhh300RO0ORRE

T & ¥ 4 71T O N 3 T o p s s O 3 g ® &% 4 A
1p2 1€Z 122 112 102 T6T I8T

wuummum@ummuumummumumﬂuummuumuuuummmmmuuuuuupm»mmmummuuuuuuw
eebiaeloblouh13130638beeryibbieerelolibeeberejeqjoeiobeeberd

I ¥ & T ¥ a@a ¥ A W ¥ s A 2 % X 1 ¥ 3 B
191 TLT 191 16T 1421 T€T 1zt

mmummmuammuummammmmmpmnumvuummmuuwwuummmmmﬁmppuommummuﬁumuum
136333 ee03063233133 33030010633 vbyobby1 1033 peebyobioeybierD
A 32 3 ¥ &4 & 1T 2 ¥ 1T aQw¥w TSI I VYL DO

T 11 10T 16 18 TL T8
' Idesd. ' ' ' Tudyy TOON., *
gyeebeeqooveeejeberhborelenowlelloel3301eiboeebbiesosiye Hooey
3e3302338bb3333®103 1063383 bhaeqeehieeebeqecbijooeabherey 0bHae

XA 8 @ 7T I 8 ¥ I ® 2 @ NN ¥ B T &L 9 M ¥ N
19 T8 (8] - 1E I TT . T

27



ES 2384 863 T3

qe old

uuuuummmmuunummuuuummmmwmpmuumuumumﬂmUEUﬁummuummmuu@uﬂuuuuuu

02z I I ¥ I ® & N ¥ R A ¥ 0D ¥ # O N T T § S
199 1569 1¥9 1€9 TZs i19 109

- L] [ ] -

13101993 0eR310333efreeneBreboehoqizebiiabevernesioreneboelllo
mm&n@mmuummmmmnpumuumuuwuumuummmmpummnuy#numpmmmupmuumummmmm

002 ¥ ¥4 T B ¥ & A & ¥ ¥ M L O & 9 T A ¥ N =
109 165 188 LS 186 TGS ) 2>

- [ L] L L -

mmuaupmummummmmummmmummupu#muumpmuonmmum@uuum0ﬁmummMMpmmuum.
1obeeel1barbHiaozeoorareiaeeeeiediwiebernbiobbbahiyzhbaigegoeed

081 ¥ ¥ 29 3 8 4 © I M a X ¥ ¥ ¥Y M T T I 4L 4
TvS 1€8 1¢s 118 T0S 6%

eHoeqeoereee1bbe1h1097109eE0BE]1 1102 BRRIRERI G RIZORIRERREDIZQD
1ob3e3blaaineooaeoebeebeiobisjeeebiegiseqajereirebiellyjoeren

08T ¥ X T & 4 H ¥ ¥ ¥ I 94 X I 4 X N H 4 4 o
8% TLP 9% IS% 1847, T1EW TZ¥
. - repN. . . . . .
1912315310330 81e1H0310eoeebesfieesibbiioabbewoiabereoeribbern
eheqebeeheebieresbeehihiioleoeiibenverhbesolibeeniyibazenolnw

OFT ¥ g 8 ¥ 2 ¥ @ D 8 L A 4 @ & A D &4 1T a 1
INA 4 TtV 0% 16¢ T8¢ TLE 18¢g



ES 2384 863 T3

0Z¢

00¢

082

09¢

0ve

196

106

1¥8

. , L 9€0Id . . . :

muuummmmmuuumuuummmuuummﬂ@mummmuuuuoumuuuuuuumuUmuuuuummumuo

36663333326 R3eRbH ] jeRED01036)1 3 6hrebeooeereefivbieeeeh10b1eD
9 T & 4 N T R & 8 7T 9 9 4 ¥ 2 @ N 3 ¥ H

166 184 1€6 1¢6 116 106
L HHH.m_b..m(__ & - L] ] - | L]
eeileejboejibenojoijiooeeebiebiorvellledeeselioebieeljlieilebe

a3el3eobieeorbbebeeebhyrroeroebyreeearbyabacehjoriseeerleean)
I T 5 0 9 ¥ %4 7T & I T X 929 9 % 3+ I ¥ N §
T68 188 TLS : 198 168 1¢8

oeeebiejolabiyibebeedsereieseebesereelinrlrli1oedse)oyiboeeederlo
£3330e3efeedeel03306333e3e330363e3 v eeeeebybbyebeenbhlzabiqeh
T L a 80 5 8 2 I X 8 K I ¥ @2 ®9 @8 1 25 a
1€8 128 T18 108 16L - I8L

' : IHdsdg. ’ : ‘
dereEORlOERODIOjeOERORRIbl 0 heeseqbebovvoelnoerreoneryyl113b
B3ajabiyebHrbbebenbhyabiyvoeebyeoqrbyeoiohyybaiebbyiyibbyieeeeed
T A @ 9 4 2 D H @3 H A HEY A QT T A TMXTDO

18L TLL 8L IsL eL . TEL IeL

ER}3308hjerrRljRROY 36 ReR] a3 Bebeorve)yjebieeoehieeyebolabd

uummmmpumuuuummuubmumuumauummmmmuuuumuummmuom»uWuumuuMuummmu
I 8 & &4 N A X 3 4 3 ® 8 1T X & A & I ¥ O

TZL 11L T0L 169 189 L9 199

: Iyds, - . .
eeeebijolebivonereRyjjjjorieedeboboelbobybiabesjoreseevebeebe

29



ES 2384 863 T3

0ch

mumumuumuummanwmmumuuwumumMmummumuuomucUmmupuuummanﬂmmuumum
umuuuwuummuuuuuuumumnmmuauupmuumumnmpmmmuummmmmuuuumuuummump
A ¥ A 1T & ¥ N O T X 2 @ ® 17T ¥ 0 &4 T 9 D

1921 1621 petl T£21 1221 1121 T0cT

ook

mmgww< a | ] [ ] . [ ] L]
111h4a. ) ) : o ‘
vHe301333ebooreabolabebeaiorybeeieieil333boee330330330800333

anaebreeelsbhiienpeeniojeebeesiielejeeeeenbijeebeebeebihbeere
£ ¥ X ¥ T ¥ 5 g 3 VI 2 2 01T T IT FE S A

10CT 16Tt 1811 TLTT 1911 1911 TPt

d
o™ 08€

O

L

03E

I

13 4%

pao31Bedeliooeealbfbesilloehyzsbeeeedseijjjjooredseriiolibejeedd
1ebeeorhreebhHiavsojeeeedioeeroiizibieeerebbyaibijeeheeorel1bb
a 8 2 2 T 4 N 328 &2 0o x aT T AT O X O
TP1lT TETT 121t ITTT T0TT - T601 T80T
. . B . ] TeqR.
. . . - " | . Hmmm{
131eboeenioloeeeelervoebeeeoebojeellfibbeibioyaojebeeaeliaoeid
peElobllbebebr13133e136790333630heq2eeoRD0eoebeebrlD)je3ERD]RD
¥ ¥ A 8 7T I A 8 A Y T 0O a8 B ¥ ¥ 8 X T H
T80T TLOT 19017 T60T 180T T€0T 1201

Hdsg, < 1dss, _. . 1gesd,
eeoeeeebrehooereEeRRERIRIYY330R00beRbRRRRY bRl RERRID202R3D

116332132339661333137301eeeReRRh16HID1103 323 eRO YRRy ebebeed
A 4 § ¥ T &4 I N ¥ 2 6§ 8 §8 8 0 N 4 a ¥ 4

1201 1101 1001 166 186 Le 196

L]

*

30



ES 2384 863 T3

9¢'OId

uuumummmmmmummmuuumuumuUmmmmmmmmuummummmmumummuuuuumuommummu
ERE1ED031133e133eEeR ebeb3101333306e00ea03 1 b3ea3oeeebaieh116226
025 ¥ B &4 I & 3 € @ § & ¥ 4 & A X & 8 a A A

1961 1661 kST T€ST TZ61 T16T - 1081

oveebeebeereeoelbbaoiiozeiazeboeivebeefeebieoeeoey1beooeR0R0D
H333033033323B3eooeberbelerq0632390330330v63363ee0366336166

006 T § £ 4 O &4 ¥ ¥ N ¥ X E 8 & 2 20 0 ®» A ©
1061 Teb1 180T TLPT ToVT IGHT ThbT
: : . . . | A¥OOH,

a1bbeyaeroibbebioeiijoesgbiojeejeseoeeeqbesoeejeejbeieioeboebs
eodj3eEellbesojoehyeeebieoebeslierbibnilresib633e33e03 9386306306

08d d N A 4 IL W 8 E ¥ I D T H © I I I @ ¥ ¥
IS4 A" TEVT TCRT R4 AN TOPT - T6ET T8ET

] L] L] L

muuuuumuunumnmuummumMuuumuuuuummmummuummummummmummummummuwmu
1bbeebabhirbirobbr1baeveiebeefioaeirieesibiabaiioeanbiobaroearnhd
0S¥ © %8 ®» 2 ¥ T T X a3 § T 0O 0 0 I ¥ ¥ I V¥

18ET TLET TOET TGET TPET TIECT T2ET
ebooeq333303eb3reqebooryoveiloebeebeebyeer1b3bbebo333332083
10663 eeeRRbrioR]iRynbhyebiivehaoiaoasoeeiieesesdiobeeererioe

0b ¥ ¥ R X ¥ & I ¥R T @ 6§ 5 & 7T 0 & ¥ 3 ¥ &
TCET TIET . T0ET T6CT T82T TLZT I92T

_ . ‘ 1dss, ’ '

[ ]

31



ES 2384 863 T3

3€°OI4
L] Honxf‘ L] - - -
mumuugummm#umﬂmumuuuﬂmﬂmummupuummuuuumummmuummuuuuummuu
aelebeboloewilababobhryjohichedbejoeeeeiolijebiyeeeeedinb

L6G . 9 7T 3 A ® T ¥ ¥ ¥4 4 X 8§ I T ¥ 0 9
TBLT IBLT TLLT 9Lt T6LT T7LT
13o33oeboreeeceeedaloaibiraoaabeooiabeserdeillliodoeeceeeddebt
eebeedHaabararabiqabeebeeoeebeenibbeeoibilibyeeevebbllhiaibbioes

08S i @ ¥ & 0D A 3 © 2 O 9 0 D 0D a1 ® T T O 6
TPLT TELT TZLT TILT T0LT I69T T891

verElorborEqRRORDO1A0eRI B339 30eBaee32626633339H6333@eD0DEE
31133eba0H607eq323baobeebHeqyeeneeberbiovijeevoRooRRERRORRR D06

09¢& & a ¥ I A v 2 7T 0 # %2 &4 I O a 2 0 1 A 1
881 L9t 1991 TG6ST iFot 1e91 1291

*IdsA,  I¥OOHE. . . . .
vaiaeEloRRbER130363330ravbyaaboerveborenrndlibebojybeoeoeee]d

aeellebigolreeberoveedqeiorvvenbillrobiabrbberoiobeesybaibijiedb
ovs N I 7 &8 28 © 3 mn 2 O 7T ¥v A ©® 0D v & O 1T a4
1281 TT91T T09T T6ST T8GT TLGT TOST

32



ES 2384 863 T3

L 9§ Vv ¢ ¢
q - L'/

< d4V

33



ES 2384 863 T3

120+ —e— AFPrh

—0— AFPe

®
100- @& \

crecimiento celular (%)

(0]
o
|

&)
Q
l

D
o
i

\ |
20 4 | L —0Q
| | o ~

0 ] ¥ ] ' I v i ¥ ] ¥ 1 ¥ ] '
0 25 50 100 200 300 500
AFP (ug/ml)

FIG.5

34



ES 2384 863 T3

o-01 X Wwdo “enjes ojuaiuioeso

Doxorubicina M 109

0,25 mg/ml

1 mg/ml

T

THESTY O

AFP:
—/0

<

100
5

|oJjuod un e Eum%E
(%) ojusiwiva.0 |3p ugLoIGIYU|

uM -

tRA,

FIG.6

35



ES 2384 863 T3

200

150 +

100 T

50 +

Proliferacion (%), respecto a un control

Ve

/§

'] L |- ]
L]

/H/

L !IJ‘]'
IIIFI

L N
LN R

10

Il‘ll
lll’

100

AFP (ung/ml)

—&— Fibroblastos pulmonares embrionarios

1000

—O— Fibroblastos retinianos emhbrionarios

FIG.7

36



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

