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DESCRIPCIÓN 

IFN-beta sencillo fusionado a un fragmento Fc de IgG mutado 

Campo de la Invención 

La presente invención se refiere a un IFN-beta sencillo fusionado a un fragmento Fc de IgG mutado (denominado en 
lo sucesivo slFNbeta-lgGFcmut), los nucleótidos que codifican el mismo, los vectores y vectores de expresión que 5 
comprenden el mismo, las células anfitrionas transformadas con el mismo y su uso como medicamento así como su 
uso en particular para tratar la esclerosis múltiple. El IFN-beta sencillo fusionado a un fragmento Fc de IgG mutado 
comprende dos subunidades, comprendiendo la primera subunidad un brazo Fc de IgG mutado no ligado a una 
proteína IFN-beta y comprendiendo la segunda subunidad un brazo Fc de IgG mutado ligado a una proteína IFN-
beta sencilla.  10 

Antecedentes de la Invención 

Se ha informado (véase Spiekermann GM et al. 2002) que las proteínas que comprenden el fragmento Fc de una 
inmunoglobulina (Ig) ligado a una proteína de interés, por ejemplo, Eritropoyetina (EPO), permiten la administración 
inhalable, aparentemente a través de la unión al receptor de Fc relacionado con la clase I del MHC, FcRn, presente 
en los pulmones humanos adultos que reconoce, se une y acepta el fragmento Fc de las inmunoglobulinas. La 15 
fusión de una proteína a un fragmento Fc de inmunoglobulina permite que la proteína híbrida sea reconocida por el 
FcRn. El fragmento Fc de inmunoglobulina consiste en dos brazos idénticos que comprenden la región bisagra (H) y 
el segundo (CH2) y tercer (CH3) dominio de una cadena pesada de anticuerpo.  

El FcRn es activo en tejido epitelial adulto (humano pero no de roedor) y se expresa en el lumen del intestino, las 
vías aéreas pulmonares, las superficies nasales, las superficies vaginales, las superficies del colon y el recto 20 
(Documento US 6.485.726). Las proteínas que comprenden un compañero de unión de FcRn (por ejemplo, IgG, 
proteínas de fusión que contienen fragmentos Fc) pueden ser transportadas eficazmente a través de barreras 
epiteliales por los FcRn, proporcionando así un medio no invasivo para administrar sistémicamente una molécula 
terapéutica deseada.  

Se sabe que el fragmento Fc, también llamado dominio Fc, de las inmunoglobulinas (p. ej. las IgG) es responsable 25 
de las denominadas funciones efectoras asociadas con la administración de una inmunoglobulina (IgG) o de una 
proteína de fusión que comprende dicho dominio Fc (IgGFc). Tales funciones efectoras incluyen la citotoxicidad 
celular dependiente anticuerpos (ADCC) a través de interacciones con los receptores de Fc (FcγR) y citotoxicidad 
dependiente del complemento (CDC) mediante la unión al componente 1q del complemento (C1q). 

Las isoformas de IgG ejercen diferentes niveles de funciones efectoras. La IgG1 y la lgG3 humanas tienen fuertes 30 
efectos ADCC y CDC, mientras que la lgG2 humana ejerce efectos ADCC y CDC débiles. La lgG4 humana 
despliega ADCC débil y ningún efecto CDC. 

En la ADCC, la región Fc de un anticuerpo (por ejemplo, IgG) se une a los receptores de Fc (FcγR) sobre la 
superficie de las células efectoras inmunitarias tales como las asesinas naturales y los macrófagos, conduciendo a la 
fagocitosis o lisis de las células elegidas como diana.  35 

En la CDC, el anticuerpo (por ejemplo, IgG) destruye las células elegidas como diana mediante la activación de la 
cascada del complemento en la superficie celular. Las isoformas de IgG ejercen diferentes niveles de funciones 
efectoras aumentando en el orden de lgG4 < lgG2 < IgG1 < IgG3.  

Los interferones son secretados naturalmente por las células infectadas y se identificaron por primera vez en 1957. 
Su nombre deriva del hecho de que "interfieren" en la replicación y la producción viral. El interferón beta es un 40 
interferón bien conocido que se utiliza actualmente para tratar la esclerosis múltiple.  

Se ha informado (documento WO 2005/001025) que los híbridos de dímero-monómero, con una molécula 
biológicamente activa, pero dos porciones de una región constante de inmunoglobulina, por ejemplo, dos 
compañeros de unión de FcRn, funcionan y pueden ser transportados con mayor eficacia que los homodímeros, 
también denominados aquí simplemente como dímeros o multímeros de orden superior con dos o más copias de la 45 
molécula biológicamente activa. Los híbridos de monómero-dímero de interferón beta se describen en el documento 
WO 2005/001025. Un híbrido de monómero-dímero que comprende interferón beta humano fusionado con la región 
Fc de IgG1 humana se describe en el documento WO 2006/074199. 

Compendio de la Invención 

En un primer aspecto, la invención proporciona un IFN-beta sencillo fusionado a un dominio Fc de IgG mutado 50 
(denominado en lo sucesivo slFNbeta-lgGFcmut). El slFNbeta-lgGFcmut de la invención consiste en dos 
subunidades, la primera subunidad comprende un brazo Fc de IgG mutado no ligado (brazo Fcmut) a una proteína 
IFN-beta y la segunda subunidad comprende un brazo Fc de IgG mutado ligado a una proteína IFN-beta sencilla 
(brazo IFNbeta-Fcmut) donde dicha primera subunidad consiste en el SEQ ID NO: 3 y dicha segunda subunidad 
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consiste en el SEQ ID NO: 8. Las mutaciones introducidas dan como resultado una ADCC menor y una CDC menor. 
En una realización preferida, las mutaciones son L234A, L235E, G237A, A330S y P331S. En otro aspecto, la 
invención proporciona un polinucleótido, p. ej. un ADN, que codifica un slFNbeta-lgGFcmut de acuerdo con la 
presente invención, los vectores y más concretamente los vectores de expresión que contienen dicho ADN. 

En otro aspecto, la invención proporciona una célula anfitriona, preferiblemente una célula CHO, que contiene, por 5 
ejemplo, como resultado de una transfección, un vector y en particular un vector de expresión de acuerdo con la 
invención.  

En otro aspecto, la invención proporciona una composición farmacéutica que comprende un  slFNbeta-lgGFcmut de 
acuerdo con la presente invención y su uso como un medicamento, en particular para tratar la esclerosis múltiple.  

En otro aspecto, la invención describe el uso de un slFNbeta-lgGFcmut acuerdo con la invención en la fabricación de 10 
un medicamento para la prevención y/o el tratamiento de la leucemia de células pilosas, el sarcoma de Kaposi, la 
leucemia mielógena crónica, la esclerosis múltiple, la hepatitis A, la hepatitis B, la hepatitis C, el VIH y/o las 
infecciones causadas por virus seleccionados ente el virus de Epstein-Barr, el virus del herpes y/o el virus del 
papiloma.  

En otro aspecto, la invención proporciona un método para elaborar un slFNbeta-lgGFcmut acuerdo con la invención, 15 
el método que comprende cultivar una célula anfitriona, preferiblemente una célula CHO, de acuerdo con la 
invención y aislar el slFNbeta-lgGFcmut de acuerdo con la presente invención. 

Descripción Detallada de la Invención 

La presente invención se refiere a un IFN-beta sencillo fusionado a un dominio Fc de IgG mutado (denominado en lo 
sucesivo slFNbeta-lgGFcmut) que se puede liberar a través de absorción pulmonar, oral o subcutánea. El slFNbeta-20 
lgGFcmut de la presente invención presenta funciones efectoras de Fc reducidas, buena actividad biológica, a la vez 
que todavía mantiene niveles en suero y vida media elevados en el sistema circulatorio.  

En un primer aspecto, la invención describe un slFNbeta-lgGFcmut que contiene dos subunidades, comprendiendo 
la primera subunidad un brazo Fc de IgG mutado no ligado (brazo Fcmut) a una proteína IFN-beta y comprendiendo 
la segunda subunidad un brazo Fc de IgG mutado ligado a una proteína IFN-beta sencilla (brazo IFNbeta-Fcmut) 25 
donde el dominio Fc de IgG mutado (IgGFcmut) es un dominio Fc de inmunoglobulina gamma de (IgG)-1 donde al 
menos las posiciones 234, 235, 237, 330 y 331, de acuerdo con la posición del índice de EU como definen Kabat et 
al. (Kabat E. A. et al. 1991), se han mutado. Las mutaciones introducidas dan como resultado una ADCC menor y 
una CDC menor. En una realización preferida, las mutaciones son L234A, L235E, G237A, A330S y P331S. Con el 
fin de evitar confusión en la numeración de las posiciones de las mutaciones, en la siguiente Tabla 1 se informa de 30 
una comparación entre las posiciones de los aminoácidos de algunos SEQ ID NO: de la invención y el índice de EU: 

Tabla 1 

Mutaciones SEQ ID NO: 
1 

SEQ ID  
NO: 3, 5 

SEQ ID  
NO: 8, 10 

SEQ ID NO: 
14 

SEQ ID NO: 
15 

Índice de EU 
(Kabat) 

L→A 117 14 180 14 188 234 

L→E 118 15 181 15 189 235 

G→A 120 17 183 17 191 237 

A→S 213 110 276 110 284 330 

P→S 214 111 277 111 285 331 

N→A 180 77 243 77 251 297 

 

En la población se encuentran diferentes alotipos de IgG1. La región constante pesada de IgG1 humana citada en el 
SEQ ID NO: 1 es el alotipo referido como "marcador G1M (no 1)" en Uniprot (número de acceso P01857). Las 35 
mutaciones descritas en la presente invención se pueden realizar en todos los alotipos diferentes encontrados en la 
población. En la presente invención, el dominio Fc se derivó del  alotipo "marcador G1M (no 1)" (véase el Ejemplo 1), 
sin embargo, el dominio Fc también se puede derivar de cualquier otro alotipo.  

Un dominio Fc de inmunoglobulina gamma (IgG)-1 donde al menos las posiciones 234, 235, 237, 330 y 331, de 
acuerdo con la posición del índice de EU, se han mutado para dar como resultado una ADCC menor y una CDC 40 
menor será referido aquí como IgGFcmut. El brazo del IgGFcmut no ligado a una proteína IFN-beta será referido en 
la presente memoria como brazo Fcmut. El brazo de IgGFcmut ligado a una proteína IFN-beta sencilla será referido 
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en la presente memoria como brazo IFNbeta-Fcmut (Figura 1). En una realización preferida, las mutaciones en el 
IgGFcmut son L234A, L235E, G237A, A330S y P331S.  

En la presente memoria, un dominio Fc puede ser referido como un fragmento Fc, radical de Fc o región Fc. En la 
presente memoria, los términos "dominio Fc", "fragmento Fc", "región Fc" o "radical de Fc" son intercambiables y se 
debe interpretar que tienen el mismo significado. 5 

El slFNbeta-lgGFcmut de la invención presenta una actividad biológica similar a la proteína monómero-dímero de 
IFN-beta descrita en el documento WO 2005/001025. La actividad biológica de IFN-beta se mide típicamente en un 
ensayo antiviral tal como el descrito en el Ejemplo 5. 

El slFNbeta-lgGFcmut de la invención reduce o inhibe la toxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y la 
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). Por ejemplo, el slFNbeta-lgGFcmut de la invención reduce o 10 
inhibe la unión a los receptores de Fc FcγRI, CD64, IIA, IIB, IIIA y/o IIIB, y/o reduce o inhibe la unión a C1q. Además, 
el slFNbeta-lgGFcmut de la invención mantiene las propiedades de unión (o de afinidad) para el FcRn. La reducción 
o inhibición de la ADCC y la CDC, si bien mantiene la unión a FcRn del slFNbeta-lgGFcmut de la invención son 
conferidas por las cinco mutaciones presentes en el dominio Fc. La invención proporciona slFNbeta-lgGFcmut que 
exhibe la misma actividad biológica y las mismas propiedades de unión para el FcRn, con reducción o inhibición de 15 
la ADCC y la CDC.  

El slFNbeta-lgGFcmut de la invención puede ser administrado mediante inhalación o mediante administración 
subcutánea.  

Los niveles en suero y la vida media elevados en el sistema circulatorio (tiempo de residencia prolongado en los 
fluidos corporales) del slFNbeta-lgGFcmut de la presente invención convierten la vía subcutánea en una forma 20 
preferida de administración.  

El slFNbeta-lgGFcmut de la invención puede ser purificado mediante el uso de cromatografía de afinidad con 
proteína A o proteína G.  

El slFNbeta-lgGFcmut acuerdo con la invención contiene 5 mutaciones en el dominio Fc. En esta realización, la 
ADCC y la CDC se inhiben significativamente o al menos se reducen significativamente.  25 

La invención describe ente otros un slFNbeta-lgGFcmut que contiene dos subunidades, comprendiendo la primera 
subunidad un brazo Fc mutado de un dominio Fc de IgG no ligado (brazo Fcmut) a una proteína IFN-beta y 
comprendiendo la segunda subunidad un brazo Fc mutado del mismo dominio Fc de IgG ligado a una proteína IFN-
beta sencilla (brazo IFNbeta-Fcmut) en la que el dominio Fc de IgG mutado (IgGFcmut) es un dominio Fc de una 
inmunoglobulina gamma (IgG)-1 donde al menos las posiciones 234, 235, 237, 330 y 331, de acuerdo con la 30 
posición del índice de EU, se han mutado. Las mutaciones introducidas dan como resultado una ADCC menor y una 
CDC menor. En una realización preferida, las mutaciones son L234A, L235E, G237A, A330S y P331S.  

En una realización preferida, el dominio Fc no contiene la mutación N → A en el residuo de aminoácidos 
correspondiente a la posición del índice de EU número 297. En una realización, la invención describe un slFNbeta-
lgGFcmut que contiene dos subunidades, comprendiendo la primera subunidad un brazo Fc de IgG mutado no 35 
ligado (brazo Fcmut) a una proteína IFN-beta y comprendiendo la segunda subunidad un brazo Fc de IgG mutado 
ligado a una proteína IFN-beta sencilla (brazo IFNbeta-Fcmut) donde el dominio Fc es el IgGFcmut y donde el brazo 
IFNbeta-Fcmut comprende un brazo Fc de IgG mutado que está directamente ligado a IFN-beta. En esta realización, 
el slFNbeta-IgGFcmut no contiene ningún ligador entre IgGFcmut e IFN-beta.  

En otra realización, la invención describe un slFNbeta-lgGFcmut que contiene dos subunidades, comprendiendo la 40 
primera subunidad un brazo Fc de IgG mutado no ligado (brazo Fcmut) a una proteína IFN-beta y comprendiendo la 
segunda subunidad un brazo Fc de IgG mutado ligado a una proteína IFN-beta sencilla (brazo IFNbeta-Fcmut) en el 
que el dominio Fc es el IgGFcmut y donde el brazo IFNbeta- Fcmut comprende un brazo Fc de IgG mutado que no 
está directamente ligado a IFN-beta.  

En una realización preferida adicional, el IgGFcmut no incluye la mutación N → A en el residuo de aminoácido 45 
correspondiente a la posición número 297 del índice de EU. Por lo tanto, el IgGFcmut de acuerdo con la invención 
presenta en la posición 297 el aminoácido N. Uno de los slFNbeta-lgGFcmut descritos en la presente memoria 
puede contener un ligador entre el IgGFcmut e IFN-beta.  

El dominio Fc de IgG1 contiene al menos cinco mutaciones seleccionadas entre L234A, L235E, G237A, A330S y 
P331S, de acuerdo con la posición del índice de EU o al menos estas cinco mutaciones en las posiciones 50 
equivalentes de cualquier otro dominio Fc. De este modo, las mutaciones anteriores se pueden realizar en el 
dominio Fc de cualquier alotipo IgG1. 

Las tres mutaciones en 234 (por ejemplo L234A), 235 (por ejemplo, L235E) y 237, (por ejemplo G237A) están 
diseñadas para reducir o inhibir la ADCC; las dos mutaciones en 330 (p. ej. A330S) y 331 (p. ej. P331S) para reducir 
o inhibir la CDC. 55 
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En una realización, el dominio Fc comprende o consiste en el dominio CH2 y/o el dominio CH3 y, opcionalmente, el 
dominio CH1, la región bisagra o un fragmento de la misma, o cualquier combinación de los mismos. 
Preferiblemente, el dominio Fc comprende o consiste en la región de bisagra o un fragmento de la misma, el dominio 
CH2 y el dominio CH3. En una realización, el dominio Fc comprende o consiste en el dominio CH2 y el dominio CH3.  

La denominada "región bisagra" tal como se define en la presente invención es una región específica situada entre 5 
los CH1 y CH2. La región bisagra es particularmente sensible a la escisión proteolítica; tal proteolisis proporciona dos 
o tres fragmentos dependiendo del sitio preciso de escisión.  

En una realización, el fragmento de la región bisagra consiste de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 u 11 aminoácidos. 

En otra realización, el fragmento de la región bisagra consiste en 7 aminoácidos. Preferiblemente, la región bisagra 
comprende o consiste en el SEQ ID NO: 2 (DKTHTCP). 10 

Más preferiblemente, el IgGFcmut está compuesto por el brazo Fcmut que comprende o consiste en el SEQ ID NO: 
3 y por la porción de aminoácidos de los residuos 167 a 393 del brazo IFNbeta-Fcmut que comprende o consiste en 
el SEQ ID NO: 8 (Figura 1). El SEC ID NO: 3 contiene las mutaciones L14A, L15E, G17A, A110S y P111S que 
corresponden, respectivamente, a las mutaciones de IgG1 L234A, L235E, G237A, A330S y P331S, de acuerdo con 
la posición del índice de EU. El SEQ ID NO: 8 contiene las mutaciones L180A, L181E, G183A, A276S y P277S que 15 
corresponden, respectivamente, a las mutaciones de IgG1 L234A, L235E, G237A, A330S y P331S, de acuerdo con 
la posición del índice de EU. Uno de los dominios Fc descritos en la presente memoria también puede modificarse 
adicionalmente con el fin de reducir o inhibir las funciones efectoras.  

Las siguientes mutaciones de Fc, de acuerdo con las posiciones del índice de EU, se puede introducir 
adicionalmente en el dominio Fc de IgG1:  20 

T250Q y/o M428L,  

M252Y, S254T, T256E, H433K y/o N434F,  

E233P, L234V, L235A, ΔG236, A327G, A330S y/o P331S,  

E333A y/o K322A.  

Las mutaciones T250Q y/o M428L pueden aumentar la vida media en suero de las proteínas.  25 

Las mutaciones M252Y, S254T, T256E, H433K y/o N434F pueden aumentar la vida media en suero de las 
proteínas.  

Las mutaciones E233P, L234V, L235A, ΔG236, A327G, A330S y/o P331S pueden reducir o inhibir la ADCC y la 
CDC.  

Mutaciones en Fc adicionales pueden ser, p. ej, las sustituciones en las posiciones del índice de EU seleccionadas 30 
entre 330, 331, 234, o 235, o combinaciones de las mismas. Además, el residuo de cisteína en la posición del índice 
de EU 220 también se puede reemplazar por un residuo de serina, eliminando el residuo de cisteína que 
normalmente forma enlaces disulfuro con la región constante de la cadena ligera de inmunoglobulina.  

En una realización, un slFNbeta-lgGFcmut descrito en la presente memoria comprende adicionalmente un ligador 
entre el dominio Fc y la citoquina. En una realización, el ligador es un péptido que puede ser tan corto como de 1 a 3 35 
residuos de aminoácidos de longitud o más, por ejemplo, 13 residuos de aminoácidos de longitud. 

El ligador puede ser un tripéptido de la secuencia de EFM (Glu-Phe-Met), por ejemplo, o una secuencia conectora 
de 13 aminoácidos que comprende EFGAGLVLGGQFM (GIu-Phe-Gly-Ala-Gly-Leu-Val-Leu-Gly-Gly-Gln-Phe-Met) 
introducida entre la secuencia de la citoquina y la secuencia de la inmunoglobulina. Preferiblemente, el ligador 
comprende o consiste en el SEQ ID NO: 13 (EFAGAAAV).  40 

Preferiblemente, el IFN es el IFN-beta humano (IFN-β), más preferiblemente un IFN-beta humano recombinante. El 
interferón beta-1a es una glicoproteína de 166 aminoácidos purificada con un peso molecular de aproximadamente 
22.500 Daltons. Se produce mediante tecnología de ADN recombinante utilizando células de ovario de hámster 
chino diseñadas mediante ingeniería genética en las que ha sido introducido el gen del interferón beta humano.  

Preferiblemente, el IFN es un IFN-beta humano recombinante que tiene una glicosilación derivada de células CHO. 45 
Preferiblemente, tanto el radical de IFN-β como las cadenas Fc están glicosiladas. Más preferiblemente, el IFN-beta 
consiste en el SEQ ID NO: 7.  

Rebif
®
 y Avonex

®
 son dos ejemplos de preparaciones comerciales de interferón beta-1a derivado de CHO. 

Betaseron
®
 es un ejemplo de preparación comercial de interferón beta-1b derivado de E. coli. 
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La primera subunidad de slFNbeta-lgGFcmut de acuerdo con la presente invención que comprende un brazo Fc de 
IgG mutado no ligado (brazo Fcmut) a una proteína IFN-beta comprende o consiste en el SEQ ID NO: 3. El SEC ID 
NO: 3 con su péptido señal (péptido señal de la cadena ligera de IgK de ratón, véase el Ejemplo 1) se especifica en 
el SEQ ID NO: 5.  

La segunda subunidad de slFNbeta-lgGFcmut de acuerdo con la presente invención que comprende un brazo Fc de 5 
IgG mutado ligado a una proteína IFN-beta sencilla (brazo IFNbeta-Fcmut) comprende o consiste en el SEQ ID NO: 
8. El SEC ID NO: 8 con su péptido señal (péptido señal IFN-beta) se especifica en el SEQ ID NO: 10.  

El slFNbeta-lgGFcmut de acuerdo con la presente invención es la proteína referida en la presente memoria como 
"Compuesto 1". El Compuesto 1 es el slFNbeta-lgGFcmut de la invención y consiste en el SEQ ID NO: 3 y el SEQ ID 
NO: 8. El Compuesto 1 tiene cinco mutaciones en su dominio Fc para inhibir las actividades ADCC y CDC 10 
(numeración de acuerdo con el dominio de la cadena pesada de IgG humana convencional o la posición del índice 
de EU): L234A (L14A de los SEQ ID NO: 3 y 5; L180A de los SEQ ID NO: 8 y 10 ), L235E (L15E de los SEC ID NO: 
3 y 5; L181E de los SEC ID NO: 8 y 10), G237A (G17A de los SEC ID NO: 3 y 5; G183A de los SEC ID NO: 8 y 10), 
A330S (A110S de los SEQ ID NO: 3 y 5; A276S de los SEQ ID NO: 8 y 10) y P331S (P111S de los SEQ ID NO: 3 y 
5; P277S de los SEQ ID NO: 8 y 10). El dominio Fc del Compuesto 1 deriva del alotipo "marcador G1M (no 1)" 15 
(véase el Ejemplo 1).  

En otro aspecto, la invención proporciona un polinucleótido, p. ej. un ADN, que codifica un slFNbeta-lgGFcmut de 
acuerdo con la presente invención, los vectores y más concretamente los vectores de expresión que contienen dicho 
polinucleótido.  

En una realización, el polinucleótido codifica el SEQ ID NO: 3, el SEQ ID NO: 8, el SEQ ID NO: 5 o el SEQ ID NO: 20 
10. Preferiblemente, un polinucleótido comprende o consiste en el SEQ ID NO: 4 que codifica la primera subunidad 
de slFNbeta-lgGFcmut (brazo Fcmut). Preferiblemente, un polinucleótido comprende o consiste en el SEQ ID NO: 9 
que codifica la segunda subunidad de slFNbeta-lgGFcmut (brazo IFNbeta-Fcmut). Preferiblemente, un polinucleótido 
comprende o consiste en el SEQ ID NO: 6 que codifica la primera subunidad de slFNbeta-lgGFcmut (brazo Fcmut) y 
un péptido señal (es decir, el péptido señal de la cadena ligera de IgK de ratón). Preferiblemente, un polinucleótido 25 
comprende o consiste en el SEQ ID NO: 11 que codifica la segunda subunidad de slFNbeta-lgGFcmut (brazo 
IFNbeta-Fcmut) y un péptido señal (es decir, el péptido señal de IFN-beta humano). 

En una realización, un ADN de acuerdo con la invención comprende un promotor bidireccional. Preferiblemente, el 
promotor bidireccional es un promotor de CMV bidireccional de ratón.  

Más preferiblemente, un polinucleótido de la invención comprende o consiste en el SEC ID NO: 12, también referido 30 
en la presente memoria como vector C370 (Figura 11). Dicho vector contiene las secuencias de ADN que codifican 
el Compuesto 1 (es decir, el SEC ID NO: 6 y el SEQ ID NO: 11).  

En otro aspecto, la invención proporciona una célula anfitriona que contiene, por ejemplo como resultado de una 
transfección, un vector de acuerdo con la invención, un polinucleótido de acuerdo con la presente invención.  

En otro aspecto, la invención proporciona una composición farmacéutica que comprende un slFNbeta-lgGFcmut de 35 
acuerdo con la presente invención y su uso como medicamento, en particular para tratar la esclerosis múltiple.  

Las composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria son útiles en el diagnóstico, la prevención y/o el 
tratamiento (local o sistémico) de la esclerosis múltiple.  

El término "tratamiento" en el contexto de la presente invención hace referencia a cualquier efecto beneficioso sobre 
el progreso de la enfermedad, incluyendo la atenuación, la reducción, el descenso o la disminución del desarrollo 40 
patológico después de la aparición de la enfermedad. 

Las composiciones farmacéuticas de la invención se pueden administrar con un portador farmacéuticamente 
aceptable.  

Se pretende que la expresión "farmacéuticamente aceptable" abarque cualquier portador, que no interfiera en la 
eficacia de la actividad biológica del ingrediente activo y que no sea tóxico para el anfitrión al que se administra. Por 45 
ejemplo, para la administración parenteral, la proteína o proteínas activas pueden ser formuladas en una forma de 
dosificación unitaria para inyectables en vehículos tales como solución salina, solución de dextrosa, albúmina de 
suero y solución de Ringer.  

En otro aspecto, la invención proporciona una composición farmacéutica de acuerdo con la invención para su uso 
como medicamento. En otro aspecto, la invención describe un método para tratar una enfermedad en un paciente, 50 
que comprende administrar al paciente una composición farmacéutica de acuerdo con la invención. Preferiblemente, 
la enfermedad se selecciona entre leucemia de células pilosas, sarcoma de Kaposi, leucemia mielógena crónica, 
esclerosis múltiple, hepatitis A, hepatitis B, hepatitis C, VIH y/o infecciones causadas por virus seleccionados entre 
virus de Epstein-Barr, virus del herpes y/o virus del papiloma. Más preferiblemente, la enfermedad es la esclerosis 
múltiple. En una realización, la enfermedad es esclerosis múltiple remitente recurrente (EMRR).  55 
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En otro aspecto, la invención describe el uso de un slFNbeta-lgGFcmut acuerdo con la invención en la fabricación de 
un medicamento para la prevención y/o el tratamiento de la leucemia de células pilosas, el sarcoma de Kaposi, la 
leucemia mielógena crónica, la esclerosis múltiple, la hepatitis A, la hepatitis B, la hepatitis C, el VIH y/o las 
infecciones causadas por virus seleccionados entre el virus de Epstein-Barr, el virus del herpes y/o el virus del 
papiloma. 5 

En un primer uso de acuerdo con la invención, una composición farmacéutica de acuerdo con la invención se 
administra por vía pulmonar.  

En un segundo uso de acuerdo con la invención, una composición farmacéutica de acuerdo con la invención se 
administra por vía intranasal.  

En un tercer uso de acuerdo con la invención, un composición farmacéutica de acuerdo con la invención se 10 
administra mediante inhalación.  

En un cuarto uso de acuerdo con la invención, una composición farmacéutica de acuerdo con la invención se 
administra por vía oral.  

En un quinto uso de acuerdo con la invención, una composición farmacéutica de acuerdo con la invención se 
administra por vía intravenosa o intramuscular. 15 

En una realización preferida, en un uso de acuerdo con la invención, una composición farmacéutica de acuerdo con 
la invención se administra por vía subcutánea.  

Una composición farmacéutica de acuerdo con la invención se administra de acuerdo con una cualquiera de las 
rutas descritas anteriormente diariamente o en días alternos.  

Si se administra por vía subcutánea o intramuscular, una composición farmacéutica de acuerdo con la invención se 20 
administra una, dos o tres veces por semana, pero más preferiblemente cada dos semanas.  

Para su administración parenteral (por ejemplo intravenosa, subcutánea, intramuscular), una composición 
farmacéutica de la invención se puede formular como una solución, suspensión, emulsión o polvo liofilizado en 
asociación con un vehículo parenteral farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, agua, solución salina, solución de 
dextrosa) y aditivos que mantengan la isotonicidad (por ejemplo, manitol) o estabilidad química (por ejemplo, 25 
conservantes y tampones). La formulación se esteriliza mediante técnicas utilizadas comúnmente.  

Los ingredientes activos de la composición farmacéutica de acuerdo con la invención pueden ser administrados a un 
individuo de varias maneras. Las rutas de administración pueden incluir las rutas intradérmica, transdérmica (por 
ejemplo, en formulaciones de liberación lenta), intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, subcutánea, epidural, 
tópica, oral y preferiblemente mediante administración en aerosol, ruta intranasal o mediante inhalación. Se puede 30 
utilizar cualquier otra ruta de administración terapéuticamente eficaz, por ejemplo la absorción a través de los tejidos 
epiteliales o endoteliales o mediante terapia génica en la que se administra al paciente (por ejemplo, mediante un 
vector) una molécula de ADN que codifica el agente activo, que hace que el agente activo sea expresado y 
secretado in vivo. Además, una composición farmacéutica según la invención se pueden administrar junto con otros 
componentes de agentes biológicamente activos tales como agentes tensioactivos, excipientes, portadores, 35 
diluyentes y vehículos farmacéuticamente aceptables. 

Preferiblemente, en un uso de acuerdo con la invención, una composición farmacéutica de acuerdo con la invención 
es liberada por medio de un dispositivo de pulverización, aerosol o inhalador. En una realización, una composición 
farmacéutica de la invención se pueden administrar utilizando dispositivos reconocidos. Los ejemplos que 
comprenden sistemas de un solo vial incluyen dispositivos auto-inyectables o de pluma inyectora para el suministro 40 
de una solución tal como Rebiject

®
.  

En otro aspecto, la invención describe un dispositivo, en el que el dispositivo comprende una composición 
farmacéutica de acuerdo con la invención. Preferiblemente, el dispositivo es un dispositivo de pulverización. 

La dosis administrada, en forma de una dosis única o múltiple, a un individuo variará dependiendo de una variedad 
de factores, incluyendo las propiedades farmacocinéticas, la vía de administración, las condiciones y características 45 
del paciente (sexo, edad, peso corporal, salud, tamaño), el grado de los síntomas, los tratamientos concurrentes, la 
frecuencia de tratamiento y el efecto deseado.  

Se pretende que la expresión "uso multi-dosis" incluya el uso de un solo vial, ampolla, o cartucho de una 
composición farmacéutica, un slFNbeta-lgGFcmut de la invención para más de una inyección y/o inhalación, por 
ejemplo 2, 3, 4, 5, 6 o más inyecciones y/o inhalaciones. Las inyecciones y/o inhalaciones se realizan 50 
preferiblemente durante un período de al menos o alrededor de 12 horas, 24 horas, 48 horas, etc., preferiblemente 
hasta un período de, o alrededor de, 12 días. Las inyecciones y/o inhalaciones pueden estar espaciadas en el 
tiempo, por ejemplo, por un período de 6, 12, 24, 48 o 72 horas.  
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En una realización, en un uso de acuerdo con la invención, una composición farmacéutica de acuerdo con la 
invención se administra a una dosis de aproximadamente 30 a 120 µg de slFNbeta-lgGFcmut por persona por día.  

Preferiblemente, en un uso de acuerdo con la invención, una composición farmacéutica de acuerdo con la invención 
se dosifica a 1, 5, 8, 10, 12, 15, 20 o más µg de slFNbeta-lgGFcmut/kg por inhalación.  

Preferiblemente, en un uso de acuerdo con la invención, una composición farmacéutica de acuerdo con la invención 5 
se administra a una dosis de alrededor de 30 a 10.000 µg de slFNbeta-lgGFcmut por persona por día o alrededor de 
60 a 2.000 µg de slFNbeta-lgGFcmut por persona por día o alrededor de 90 a 1000 µg de slFNbeta-lgGFcmut por 
persona por día. 

En una realización, en un uso de acuerdo con la invención, una composición farmacéutica de acuerdo con la 
invención se dosifica al menos a 107, más preferiblemente al menos a 157 µg de slFNbeta-lgGFcmut s.c. por 10 
administración.  

En lugar de referirse al peso (µg) de slFNbeta-lgGFcmut, la dosis puede ser calculada en cantidades equivalentes de 
IFN-beta.  

En otro aspecto, la invención proporciona un método para elaborar un slFNbeta-lgGFcmut acuerdo con la invención, 
comprendiendo el método cultivar una célula anfitriona de acuerdo con la invención y aislar el slFNbeta-lgGFcmut de 15 
acuerdo con la presente invención.  

La anterior descripción de las realizaciones específicas revelará por tanto plenamente la naturaleza general de la 
invención que otros, aplicando el conocimiento dentro de la capacidad de la técnica (incluyendo el contenido de las 
referencias citadas en la presente memoria), pueden modificar y/o adaptar fácilmente para diversas aplicaciones 
tales realizaciones específicas, sin experimentación indebida, sin apartarse del concepto general de la presente 20 
invención. Por lo tanto, se pretende que tales adaptaciones y modificaciones se encuentren dentro del significado de 
un intervalo de equivalentes de las realizaciones descritas, basándose en la enseñanza y la orientación presentada 
en la presente memoria. Se debe entender que la fraseología o terminología de la presente memoria tiene un 
propósito descriptivo y no limitante. 

Descripción de las figuras 25 

La Fig. 1 describe una de realización de la invención y es una representación esquemática de las dos subunidades 
de un slFNbeta-lgGFcmut. La Fig. 1a muestra las cinco mutaciones en los brazos Fc de un slFNbeta-lgGFcmut 
numeradas de acuerdo con la posición del índice de EU y sus efectos. La Fig. 1b representa un slFNbeta-lgGFcmut 
y aclara los nombres de las subunidades. 

La Fig. 2 describe una realización de la invención y representa un alineamiento de secuencia de las mutaciones de 30 
aminoácidos introducidas en el brazo Fcmut del Compuesto 1 (es decir, SEC ID NO: 3) mediante mutagénesis 
dirigida al sitio en comparación con la porción equivalente del dominio Fc derivado de un clon de ADNc obtenido a 
partir de un clon MGC/consorcio lmagen (HFC de PEAK8, un alotipo "marcador G1M (no 1))". La numeración se 
basa en el SEQ ID NO: 3. Las primeras tres mutaciones reducen la ADCC mientras las dos últimas reducen la CDC. 
Las mutaciones L14A (es decir, L234A de acuerdo con el índice de EU), L15E (es decir, L235E de acuerdo con el 35 
índice de EU) y G17A (es decir, G237A de acuerdo con el índice de EU) eliminan la unión a los receptores de Fc 
FcγRI, IIA, IIB y IIIA, mientras que las mutaciones A110S (es decir, A330S de acuerdo con el índice de EU) y P111S 
(es decir P331S de acuerdo con el índice de EU) eliminan la unión de la proteína C1q iniciadora de la cascada del 
complemento. 

La Fig. 3 describe una realización de la invención y representa un alineamiento de secuencias entre el brazo Fcmut 40 
del Compuesto 1 (es decir, SEC ID NO: 3), la porción correspondiente del Compuesto 2 (es decir, SEQ ID NO: 14. El 
Compuesto 2 es una proteína monómero-dímero que contiene una secuencia conectora de 8 aminoácidos entre el 
IFN-β y el dominio Fc y contiene sólo 1 mutación en el dominio Fc) y la región constante de cadena pesada del 
alotipo "marcador G1M (no 1)" (es decir, SEC ID NO: 1). La numeración se basa en el SEQ ID NO: 1. "." indica las 
posiciones de aminoácidos donde el SEC ID NO: 3 difiere de los SEQ ID NO: 1 y 14. ":" Indica las posiciones de 45 
aminoácido en donde el SEQ ID NO: 14 difiere de los SEQ ID NO: 1 y 3. 

La Fig. 4 describe una realización de la invención y representa un alineamiento de secuencias entre el brazo 
IFNbeta-Fcmut del Compuesto 1 (es decir, SEQ ID NO: 8), la porción correspondiente del Compuesto 2 (es decir, 
SEC ID NO: 15) y el IFN-β humano (Número de acceso UniProt P01574). "↓", indica las posiciones en las que el 
brazo IFNbeta-Fcmut se ha mutado. "#" indica la posición en la que el SEC ID NO: 15 se ha mutado. "§" indica las 50 
posiciones que caracterizan a los dos alotipos diferentes sobre los que se han construido los Compuestos 1 y 2. 

La Fig. 5 describe una realización de la invención y es un ensayo antiviral mediante el método WISH/VSV [células 
WISH de la línea celular de amnion humana contra el efecto citopático (ECP) del virus de la estomatitis vesicular 
(VSV)]. Las curvas corresponden a las curvas dosis-respuesta del Compuesto 1, el Compuesto 2 e IFN-β-1a 
humano recombinante. Los datos se presentan como el porcentaje de inhibición del efecto citopático. 55 
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La Fig. 6 describe una realización de la invención y es un ensayo antiproliferativo de células WISH. Las curvas 
corresponden a las curvas dosis-respuesta del Compuesto 1, el Compuesto 2 e IFN-β-1a humano recombinante. Los 
datos se presentan como el porcentaje de crecimiento celular. 

La Fig. 7 describe una realización de la invención y es un Análisis del Gen Informador ("RGA por Reporter Gene 
Assay") en células Vero. Las curvas corresponden a las curvas dosis-respuesta del Compuesto 1, el Compuesto 2 y 5 
IFN-β-1a humano recombinante. Los datos se presentan como el porcentaje de las cuentas por segundo (cps). 

La Fig. 8 describe una realización de la invención y muestra la unión relativa del compuesto 1 y el Compuesto 2 a 
células IIA1.6 transfectadas con CD64. 

La Fig. 9 describe una realización de la invención y muestra la unión de C1q al Compuesto 1 y al Compuesto 2. La 
Fig. 9a incluye IgG1. La Fig. 9b excluye IgG1.  10 

La Fig. 10 describe una realización de la invención y presenta la Media (DT) de los perfiles en suero de IFN-β, el 
Compuesto 1 o el Compuesto 2. Las curvas corresponden a: los niveles en suero de IFN-β después de la 
administración subcutánea (SC) de 55 pmoles/kg Rebif

®
; los niveles en suero del Compuesto 1 después de la 

administración del Compuesto 1 vía inhalación (Inh.) a la dosis consignada nominal de 138 pmoles/kg; y los niveles 
en suero del Compuesto 2 después de la administración del Compuesto 2 vía inhalación a la dosis consignada 15 
nominal de 138 pmoles/kg. 

La Fig. 11 describe una realización de la invención y presenta el vector de expresión C370 utilizado para producir el 
Compuesto 1. 

A continuación la presente invención se ilustra por medio de los siguientes ejemplos. 

Ejemplos 20 

Protocolos analíticos utilizados para la caracterización 

1. RP-HPLC  

HPLC: Sistema Agilent de la serie 1100 (Agilent Technologies)  

Columna: Aquapore BU-300 30x2,1 mm (Brownlee 0711-0062)  

Disolvente A: TFA al 0,1% en agua  25 

Disolvente B: TFA al 0,1% en acetonitrilo al 90%  

Gradiente : ProtC4 

Preparación de la muestra:  

15 µg inyectados  

Disolver la proteína en el disolvente A hasta un volumen final de 100 µl 30 

2. SDS-PAGE  

Gel:     NuPage  Bis-Tris 4-12% (Invitrogen NP0322)  
Tampón:    Tampón de migración NuPage MES SDS (Invitrogen NP0002)  

10x tampón de muestra concentrado.  
añadir DTT 10 mM para las condiciones reducidas  35 

Condiciones de migración:  200 V 40 min 

Preparación de la muestra:  

Cargar 10 µg  
Disolver la proteína en 10x tampón de muestra a un volumen final de 20 µl  
Calentar durante 5 min a 95ºC  40 
Colorear en Azul de Coomassie al 0,1%, metanol al 30%, ácido acético al 10%, 45 min.  
Decolorar en metanol al 30%, ácido acético al 10% 

3. IEF  

Gel:   gel IEF de pH 3-10 (Invitrogen ECC6655A)  
Tampones:  Tampón Ánodo IEF (Invitrogen LC5300  45 

Tampón Cátodo IEF (Invitrogen LC5310)  
tampón de la muestra IEF de pH 3-10 (Invitrogen LC5311) 
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Preparación de la muestra:  

Cargar 10 µg 
Diluir la muestra con un volumen de tampón de muestra IEF (No calentar las muestras)  
Condiciones de migración:  1 h a 100V  

1 h a 200 V  5 
2 h a 400 V 

Fijar el gel en metanol al 30%, ácido acético al 10% 2 x 30 min.  
Colorear en Azul de Coomassie al 0,1%, metanol al 30%, ácido acético al 10%, 15 min.  
Decolorar en metanol al 30%, ácido acético al 10% 

4. Transferencia Western 10 

Solución de bloqueo:  PBS/Triton X-100 al 0,1%, Leche al 5% 
Solución de lavado:  PBS/Triton X-100 al 0,1%  
Solución de anticuerpos: Diluir anticuerpo en solución de lavado. 

Bloquear 1-2h a temperatura ambiente o durante la noche a 4ºC  
Lavar 3 x 5 minutos  15 
Incubar con el 1

er
 anticuerpo 1 hora a temperatura ambiente  

Lavar 30 minutos 
Incubar con el 2

o
 anticuerpo 1 hora a temperatura ambiente  

Lavar al menos 1 hora.  
Detección de la transferencia Western mediante ECL: seguir el procedimiento proporcionado con el reactivo. 20 

Anticuerpos  

anti-Fc = anti-IgG humana de cabra, Fragmento Fc HRP (10000xdil.) (Jackson 109-036-098)  
anti-IFN-beta =  
1

er
 anticuerpo: mAb anti-IFN-beta 117,1 0,1 µg/ml  

2
o
 anticuerpo: anti-IgG de ratón de cabra HRP (1000xdil.) (Dako P0447) 25 

5. Desglicosilación  

N-glicosidasa F (Roche 11 365 193 001)  
10 µg de slFNbeta-lgGFcmut en tampón fosfato de pH 7,5/acetonitrilo al 10% 
añadir 5U de PNGasa F  
Incubar durante la noche a 37ºC 30 

6. Reducción después de la desglicosilación  

Incubación de la muestra en HCl-guanidina 4M, DTT 10 mM, 1 hora a 56ºC 

7. Secuenciación N-terminal  

Cargar 200 pmol  
La muestra se carga en un cartucho Prosob (ABI 402052) antes de ser secuenciada.  35 
(El cartucho Prosorb está diseñado para la rápida concentración y limpieza de las muestras diluidas de proteínas 
sobre una matriz adecuada para la secuenciación (membrana de PVDF)).  
Equipo:  
Sistema de microsecuenciación Procise Modelo 494 en línea con una HPLC Microgradient 140C (Applied 
Biosystems). 40 
 
8. Análisis de aminoácidos  

El análisis de aminoácidos se lleva a cabo mediante hidrólisis en fase gaseosa a vacío en atmósfera de nitrógeno 
durante 24 h en HCl 6N que contiene 1 mg/ml de fenol a 112ºC. 
El Ácido Alfa-Amino Butírico (AABA) está incluido en los productos hidrolizados como un patrón interno.  45 
Las muestras se analizan por duplicado.  
Los aminoácidos hidrolizados se cuantifican utilizando el paquete químico Waters AccQ. Tag. 

Waters AccQ.Tag  

Ésta es una técnica de derivatización pre-columna.  
Los AA derivados se separan mediante RP-HPLC y se cuantifican mediante detección de la fluorescencia. 50 
Se realiza un nivel de calibración de 3 (20, 50 y 100 picomoles) 
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Material  

i) Hidrólisis de Proteínas:  
 
Ensamblaje de los viales de reacción (Waters WAT007363)  
Tubos de muestra (Waters WAT007571)  5 
Estación de trabajo Pico.Tag (Waters WAT007370) 

ii) Derivatización, Separación y Cuantificación de AAA:  
 
HPLC:   Sistema Agilent de la serie 1090 (Agilent Technologies)  
Detector:  FLD G1321A Agilent de la serie 1100 (Agilent Technologies)  10 
Excitación:  250 nm   Emisión: 395 nm  
Columna:  AccQ.Tag C18 4 µm 3,9 m x 150 mm (Waters WAT052825)  
Disolvente A:  900 ml de H2O + 90 ml de AccQ.Tag Eluent A Concentrate (WAT052890) 
Disolvente B:  Acetonitrilo al 60% (Baker, 9017) en H2O 

Gradiente HPLC:  15 

Tiempo [min]   %B   Flujo  [ml/min]  

  0,50     2,0 1,000  
  15,00     7,0 1,000 

19,00   10,0  1,000  
32,00    33,0  1,000 20 
33,00   33,0  1,000  
34,00  100,0 1,000  
37,00  100,0 1,000  
38,00      0,0  1,000 
50,00      0,0  1,000  25 

9. EM MALDI-TOF  

Se realizaron análisis de espectrometría de masas en un espectrómetro de masas Voyager DE-PRO MALDI-TOF 
(Applied Biosystems) manejado en el modo lineal.  

Se utilizó ácido sinapínico como molécula de absorción de energía.  

Las muestras de proteína purificada se suspendieron en una solución de TFA al 0,1% a una concentración de 1 30 
mg/ml. Se aplicó 1 µg de proteína en el soporte de la muestra. Se añadió 1 µl de una solución saturada de ácido 
sinapínico (acetonitrilo al 50% en H2O, más TFA al 0,1%) en la parte superior de la gotita de proteína y se dejó secar 
a temperatura ambiente.  

La calibración de masas se realizó para cada análisis utilizando patrones de calibración de ABI. 

10. Método SE-HPLC  35 

HPLC:     Waters Alliance 2695  
Fase móvil:    Fosfato de Sodio 50 mM + NaCl 500 mM a un pH final de 7,5 
Columna:    Superdex 200 10/300GL a temperatura ambiente. La columna se debe  
    utilizar en posición vertical.  
Velocidad de flujo: de 500 µl/min a 750 µl/min (con presión máxima por debajo de 14,77 Kg/cm

2
 40 

"210 psi") 
Cargador de muestras automático:  Waters Alliance 2695 a 5°C  
Detección:    Waters Fluorescence 2475 (con emulación 474 en Empower  

Software), con excitación a 280 nm, emisión a 348 nm, ventana de 18  
nm, Ganancia 100, Atenuación 1. 45 

Ejemplo 1 

La proteína de la invención es el slFNbeta-lgGFcmut referido como Compuesto 1. En el Compuesto 1 una subunidad 
(brazo IFNbeta-Fcmut, SEQ ID NO: 8) es el producto de fusión de IFN-β y un brazo Fc mutado del dominio Fc de 
IgG1 humana. La otra subunidad (brazo Fcmut, SEQ ID NO: 3) es idéntica a la porción Fc sola de la primera 
subunidad. La secuencia de la porción Fc presente en ambas subunidades se ha modificado sustituyendo en un 50 
alotipo "marcador G1M (no 1)" cinco aminoácidos con el fin de reducir las funciones efectoras de la inmunoglobulina 
(Figuras 1, 3 y 4). Una proteína monómero-dímero de IFN-beta descrita en el documento WO 2005/001025, en 
adelante referida como "Compuesto 2", se ha preparado con fines comparativos. El Compuesto 2 contiene una 
secuencia conectora de 8 aminoácidos entre el IFN-β y el dominio Fc y contiene sólo 1 mutación (es decir, N297A de 
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acuerdo con la posición del índice de EU) en el dominio Fc en comparación con la secuencia de Fc derivada de un 
alotipo de IgG1 diferente (Figura 4). 

La subunidad de Compuesto 2 no ligada a IFN-beta se especifica en SEQ ID NO: 15. La subunidad de Compuesto 2 
ligado a IFN-beta a través de un conector de 8 aminoácidos se especifica en el SEC ID NO: 16.  

La elaboración del Compuesto 1 ha sido establecida mediante la generación de un clon en células CHO-S cultivadas 5 
en ausencia de suero. Las células CHO-S derivan de ovarios de hámster chino y están adaptadas al cultivo en 
suspensión sin suero (Invitrogen/Gibco, La JoIIa, CA). 

1. Clonación  

El vector de expresión C370 (Figura 11; la secuencia del vector C370 se especifica en el SEQ ID NO: 12) utilizado 
para producir el Compuesto 1 contiene un promotor murino bidireccional de CMV (IE1 e IE2). La secuencia de 10 
codificación de IFN-beta se obtuvo mediante PCR de ADN genómico humano. Se obtuvo un clon de ADNc de la 
cadena pesada de IgG1 (un alotipo "marcador G1M (no 1)") de un clon MGC/consorcio lmagen derivado de una 
genoteca de ADNc de bazo humano. El dominio Fc de IgG1 humana mutado (IgGFcmut) se obtuvo mediante PCR 
de un plásmido PEAK8 que contenía el dominio Fc del alotipo "marcador G1M (no 1)", en el que el dominio Fc se 
mutó en dos etapas utilizando el sistema de mutagénesis Quik Change Il (Stratagene). Se introdujeron varias 15 
sustituciones de aminoácidos individuales en el dominio Fc para mutar aminoácidos críticos para mediar en la 
ADCC/CDC (Figuras 2 a 4). En la primera etapa, la secuencia que codifica los aminoácidos 

117
LLGG

120
 del SEQ ID 

NO: 1 (es decir 
234

LLGG
237

 del índice de EU) se mutó a 
117

AEGA
120

. En la 2
a
 etapa, la secuencia que codifica los 

aminoácidos A213 (es decir A330S de del índice de EU) y P214 (es decir P331 del índice de EU) del SEC ID NO: 1 
se mutó a S213 y S214. Se generó un ADNc que codificaba el IFN-beta, incluyendo su secuencia del péptido señal 20 
cognada, en marco con un brazo Fc mutado del slFNbeta-lgGFcmut mediante PCR solapante y se subclonó aguas 
abajo del promotor IE1. Se generó un ADNc que codificaba la secuencia del péptido señal de la cadena ligera de IgK 
de ratón fusionada a la secuencia codificante del otro brazo Fc mutado del slFNbeta-lgGFcmut mediante PCR y se 
subclonó aguas abajo del promotor IE2 (Figura 11). 

2. Construcción de vectores de expresión  25 

El gen de fusión del brazo IFNbeta-Fcmut fue generado de este modo mediante PCR recombinante y se clonó en un 
vector de expresión para la expresión constitutiva de alto nivel en células CHO. El vector final C370 contiene un 
promotor de CMV bidireccional de ratón. 

La presión de selección estaba vinculada a la secuencia codificante del brazo Fcmut con el fin de tener un equilibrio 
favorable del dímero de IFN-beta con respecto a slFNbeta-lgGFcmut, permitiendo así una más fácil eliminación del 30 
dímero de IFN-beta durante la purificación DSP. El promotor bidireccional de CMV de ratón conduce la expresión de 
las dos cadenas del Compuesto 1. La selección está relacionada con la expresión del brazo Fcmut utilizando un sitio 
interno de entrada al ribosoma (IRES) de poliovirus. La unidad de expresión está protegida de la represión de la 
cromatina cercana en el sitio de integración al azar mediante el uso de secuencias aisladoras. 

3. Preparación de ADN para la transfección  35 

El ADN plasmídico para la transfección se preparó para garantizar la Calidad de Transfección Estable. Se 
transformaron bacterias DH5α (Invitrogen, Núm. de Cat. 18265-017) con el ADN del plásmido original de acuerdo 
con el protocolo del proveedor, y se seleccionaron en presencia de 100 µg/ml de ampicilina. Se recogió una sola 
colonia; las células se cultivaron a lo largo del día en 1 ml de LB que contenía 100 µg/ml de ampicilina y se 
amplificaron en un cultivo de 100 ml durante la noche. El ADN del plásmido se aisló como se describe en el manual 40 
del kit Nucleobond PC 500 EF (Macherey-Nagel, Núm. de cat. 740550). La calidad del ADN aislado se evaluó 
midiendo la DO260 y la DO280 y se calculó la razón DO260/DO280 que tiene que ser mayor de 1,8. La identidad del 
plásmido se verificó digiriendo el ADN con 4 enzimas de restricción en reacciones independientes. Las regiones 
codificantes para el brazo Fcmut y para el brazo IFNbeta-Fcmut fueron secuenciadas en ambas orientaciones antes 
de la transfección. Además, el ADN plásmido se linealizó con una enzima apropiada cortando en la cadena principal 45 
del vector.  

El vector C370 se linealizó con ClaI (1,255 µg/µl). 

4. Origen de la célula anfitriona y procedimientos de cultivo normalizados 

Las células CHO-S se obtuvieron de Invitrogen. Las células CHO-S no transfectadas se cultivaron en medio 
ProCHO5 (Bio Whittaker, Núm. de cat. 12-7660) con un suplemento de L-glutamina 4,5 mM (Sigma, Núm. de cat. 50 
G7513). La transfección se llevó a cabo en el medio antes descrito. Para la selección, se utilizó ProCHO5 con un 
suplemento de L-glutamina 4,5 mM y 10 µg/ml de puromicina (Sigma, Núm. de cat. P-7255). Las líneas celulares se 
cultivaron en suspensión y se incubaron a 37°C en una incubadora que contenía CO2 al 5% en frascos T75 o en 
matraces Erlenmeyer (135 ml) sacudidos a 130 rpm. Generalmente las células se hicieron pasar por dilución a 0,2 x 
10

6
 células viables/ml 2-3 veces por semana. 55 
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5. Congelación, descongelación y cultivo de células  

Usualmente, se congelaron 5-10 x 10
6
 células viables por vial. La cantidad requerida de células se centrifugó y se 

resuspendió en 0,5 ml de medio ProCHO5. A continuación, se añadieron 0,5 ml de Medio de Congelación ProCHO5 
(Bio Whittaker, Núm. de cat. 12-768E), con un suplemento de DMSO al 15% (Sigma). Las células se congelaron a -
80ºC, y a continuación se transfirieron a un tanque de almacenamiento refrigerado con nitrógeno.  5 

Para la descongelación, se colocó una ampolla en un baño de agua a 37ºC. A continuación, las células se 
transfirieron a 10 ml del medio ProCHO5 precalentado, se centrifugaron a 800g durante 3 min, y a continuación se 
resuspendieron en medio de nueva aportación de 0,2 a 0,4 x 10

6
 células/ml en un matraz T75.  

Las células se pasaron 2 o 3 veces por semana diluyendo el cultivo a 0,2 x 10
6
 células viables/ml. En matraces T75 

las células se cultivaron en 10 - 20 ml de medio y en matraces Erlenmeyer en 35 ml de medio. 10 

6. Transfecciones estables  

El día antes de transfección, las células CHO-S, que crecen en medio ProCHO5 con un suplemento de L-glutamina 
4,5 mM, se diluyeron a 0,7 x 10 

6
 células viables/ml. La transfección se realizó mediante electroporación (400V, 

250μF), 12 mln de CHO-S, 10 mg (8 µl) de C370. 

7. Selección  15 

Cuarenta y ocho horas después de la transfección se contaron las células, el medio gastado se separó mediante 
centrifugación, y las células se diluyeron a continuación a 0,5 x 10

6
 células viables/ml en medio de selección 

(ProCHO5 con un suplemento de L-glutamina 4,5 mM y 10 µg/ml de puromicina). El medio se cambió cada dos días. 
Las densidades celulares se controlaron a lo largo del tiempo y, cuando el número de células viables se redujo por 
debajo de 0,1 x 10

6
 células/ml, las células se concentraron en un volumen menor. Por otra parte, cuando el número 20 

de células viables aumentó, las células se diluyeron a 0,4-0,5 x 10
6
 células/ml. Este procedimiento se repitió hasta 

que la viabilidad de la reserva alcanzó 90%. Las reservas obtenidas se analizaron a continuación para determinar la 
productividad (título y picogramos por célula por día, pcd) y la actividad biológica (bioanálsis), y se utilizaron 
directamente para aislar protoclones. 

8. Aislamiento de protoclones  25 

Las reservas de células transfectadas establemente se diluyeron a 1 célula por pocillo (en 70 µl) en medio de 
selección con un suplemento de 0,3% (v/v) de solución de rojo fenol al 0,5% (Sigma, Núm. de cat. P0290) y se 
cultivaron en placa en placas de 384 pocillos con la ayuda de un robot dispensador Multidrop (Thermo Labsystems). 
Dos semanas después de la siembra, se recogieron los protoclones independientes y se redispusieron en placas de 
96 pocillos en 200 µl de medio apropiado desprovisto de agentes selectivos. Se aislaron 300 protoclones para cada 30 
reserva. Las células se diluyeron una vez a la semana 20 veces, en un formato de 96 pocillos, con la ayuda de un 
robot Beckman Biomek 2000. 

9. Aislamiento y evaluación de los clones  

El cultivo del protoclón se diluyó hasta una concentración de 0,4 células por pocillo (en 70 µl) en un medio 
adecuado con un suplemento de 0,3% (v/v) de rojo fenol y a continuación se cultivó en placa en placas de 384 35 
pocillos con la ayuda de un robot dispensador Multidrop. De cuatro a 5 días después de la siembra, se examinó el 
crecimiento en cada pocillo al microscopio, y los pocillos con un solo clon en crecimiento se marcaron.  Para 
asegurar la clonalidad, se contó el número de pocillos con células en crecimiento y tuvo que ser inferior a 33% de 
toda la placa. Al cabo de 15 días de crecimiento, los clones seleccionados se transfirieron a placas de 24 pocillos, 
se expandieron, y a continuación se analizaron seis clones para cada protoclon inicial para determinar  la 40 
productividad con un ensayo Biacore cuantitativo. Se evaluaron el título y la productividad específica en pulsos de 
24 horas en matraces T75. Los 4 mejores clones se escogieron y se analizaron adicionalmente en experimentos 
en matraces sacudidos.  

Como alternativa al método Biacore, se pueden utilizar RP-HPLC y SE-HPLC como métodos analíticos. 

10. Medición de la productividad  45 

Se midieron la productividad y la concentración específica de proteína en pulsos de 24 horas. Para esto, las células 
se resuspendieron a 0,8 x 10

6
 células viables/ml en 10 ml de medio de nueva aportación (matraz T75 sacudido a 60 

rpm). Después de 24 horas, las células se contaron y se recogió 1 ml del cultivo para someter a ensayo la 
concentración de proteína mediante un análisis Biacore específico de IFN-β. La productividad específica (expresada 
como picogramos por célula por día, pcd) se calculó como título (mg/l) / densidad celular media entre el comienzo y 50 
el final del pulso (referido como células por ml) / duración del pulso (1 día). En experimentos en matraces sacudidos, 
el pcd se calculó como una función de IVC a lo largo de un período de tiempo definido. 
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11. Análisis mediante SDS-transferencia Western 

El análisis mediante transferencia Western se realizó en sobrenadantes de cultivo. En resumen, las muestras de 
proteínas se separaron en geles de acrilamida en gradiente de 8-18% de 1 mm de espesor, y la electroforesis se 
realizó a corriente constante (30 mA) a 4°C seguido por transferencia a una membrana de PVDF. Se utilizó un 
anticuerpo monoclonal o Fc anti-IFNβ para la detección epítopo. 5 

12. Análisis mediante transferencia Northern  

El ARN total se aisló de 8 x 10
6
 células de acuerdo con el protocolo RNeasy MiniKit (Qiagen, Núm. de cat. 74104). 

Las transferencias Northern se prepararon utilizando el kit NorthernMax™-Gly (Ambion, Núm. de cat. 1946) según el 
protocolo del proveedor. Se cargaron 100 ng de ARN por pocillo, se separaron mediante electroforesis en gel de 
agarosa (agarosa al 1%) y se transfirieron hacia abajo a una membrana BrightStar-Plus (Ambion, Núm. de cat. 10 
10102) utilizando el kit Turboblotter (Schleicher & Schuell, Núm. de cat. 10416328). Se utilizaron 10 µg de escalera 
de ARN (Invitrogen, Núm. de cat. 15620-016) como marcador de tamaño. El ARN se inmovilizó mediante 
entrecruzamiento UV (Stratalinker) y se coció (10 min, 70ºC). El marcaje de la sonda con DIG y la hibridación (a 
68ºC) se realizaron utilizando el Kit DIG Northen Starter (Roche, Núm. de cat. 2039672) según el protocolo del 
proveedor. Se utilizaron 100 ng/ml de la sonda de ARN para la hibridación. La sonda se preparó usando el protocolo 15 
de transcripción in vitro convencional con ARN polimerasa de T3. 

El patrón obtenido se reveló mediante la exposición de la membrana a Hyper Film (Amersham Pharmacia Biotech, 
Núm. de cat. RPN2103K) o mediante la adquisición de una imagen con Chemi Doc. (BioRad). 

Ejemplo 2  

1. Expresión  20 

Para producir 60 mg del Compuesto 1, se aplicó un procedimiento de cultivo genérico a escala de 5 L en 
biorreactores. La línea celular (un clon) es CHO-S y se cultivó en ausencia de suero, en modo "lote alimentado en 
bolo" (cultivo discontinuo con adiciones individuales). Fueron necesarias dos rondas para producir la cantidad 
requerida.  

Las células se amplificaron en matraces sacudidos para crear el inóculo de cada biorreactor. La amplificación pasó 25 
por matraces sacudidos de 125 ml, 500 ml y 1000 ml cargados respectivamente con 30 ml, 200 ml y 500 ml de 
medio. El biorreactor de 5L contenía un volumen final de 3L, incluyendo el volumen de inóculo y las alimentaciones. 

El medio de mantenimiento utilizado en todas las etapas fue el ProCHO5 de Cambrex (Bélgica) con un suplemento 
de L-glutamina 4,5 mM.  

Se aplicaron dos alimentaciones de bolo. La primera, F1, contenía 0,68 g/L de hipoxantina de 0,68 g/L, 0,194 g/L de 30 
timidina de 0,56 g, 42 mg/L de L-cisteína-HCl, ácido fólico 0,5 mM y L-glutamina 4,5 mM (concentraciones finales). 
F1 se aplicó el día 2 después de la inoculación. La alimentación F2 se realizó con L-glutamina 4,5 mM, con o sin 5 
g/L de glucosa (concentraciones finales). La glucosa se añadió en F2 sólo cuando la cantidad de glucosa residual en 
el medio fue inferior a 3 g/L.  

Las configuraciones del cultivo fueron las siguientes:  35 

- temperatura = 37ºC, baja a 32ºC a la densidad celular máxima,  

- agitación = 100 rpm, aumenta a 120-130 rpm después de la primera alimentación,  

- pH máximo = 7,3. La alcalinización se controló mediante la adición de CO2.  

- PO2 = 50% de saturación.  

Las concentraciones celulares en la inoculación y durante la cosecha al cabo de 6 días de cultivo fueron 40 
respectivamente 4,0 x 10

5
 y 3,4 x 10

6
, con una viabilidad final de aproximadamente 72%.  

Los parámetros de cultivo se midieron en línea y se regularon. Las mediciones fuera de línea incluyeron los 
recuentos de células, la evaluación de la viabilidad mediante azul tripán, la concentración de glucosa residual 
(analizador YSI, Yellow Springs Instruments) y el patrón de expresión de proteínas cualitativo a lo largo del tiempo. 

2. Purificación  45 

Se ha desarrollado un protocolo de purificación que aísla eficazmente la proteína slFNbeta-IgGFcmut de las otras 
formas producidas.  

Se estableció un procedimiento de purificación con el material generado cultivando una reserva de CHO inicial. Éste 
se aumentó a escala y se utilizó directamente para purificar los sobrenadantes de cultivo celular de los protoclones.  
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En la presente memoria, las moléculas etiquetadas con Fc serán referidas de la siguiente manera:  

- "Dímero de Fc libre" (brazo Fcmut/brazo Fcmut)  

- "slFNbeta-lgGFcmut" (heterodímero de brazo Fcmut/brazo de INFbeta-Fcmut)  

- "dímero de IFN-beta" (homodímero de INFbeta-brazo Fcmut/brazo de INFbeta-Fcmut)  

La secuencia de purificación consiste en el enriquecimiento de "slFNbeta-lgGFcmut" presente en los sobrenadantes, 5 
mientras se eliminan la mayoría de los contaminantes relacionados ("Dímero de Fc libre", "dímero de IFN-beta", 
formas truncadas y agregadas) y productos no relacionados (las proteínas del medio y secretadas por las células 
CHO). Una etapa de captura inicial sobre Proteína A une todas las moléculas etiquetadas con Fc. El eluato se aplica 
a continuación sobre un gel Blue Sepharose que se une preferiblemente a moléculas etiquetadas con IFN, y por lo 
tanto, se separa la mayor parte del "dímero de Fc libre". 10 

Las dos etapas finales son una Cromatografía de Intercambio iónico seguida de una Cromatografía de Exclusión por 
Tamaño que se comportan como etapas de refinado y eliminan una parte significativa del "dímero de IFN-beta" y 
especies de alto peso molecular.  

El proceso se ejecuta dos veces, cada vez con 3L de sobrenadante de cultivo celular como material de partida, para 
producir la cantidad requerida del Compuesto 1. 15 

2.1. Etapa de captura sobre Proteína A  

Después del equilibrado con PBS de la columna empaquetada con 53 ml de Mab Select Sure (GE Healthcare), la 
muestra se cargó durante la noche en la columna mediante la reducción de la velocidad de flujo lineal a 35 cm/h. A 
continuación, la columna se lavó con PBS hasta hacer que la señal de salida volviera a la inicial. La elución se llevó 
a cabo mediante una sola etapa a 100% de glicina 0,1 M de pH 2,7. El pico eluido se reunió y se cuantificó mediante 20 
UV utilizando un coeficiente de extinción molar de 100230 que da una A[280]= 1,38 UA para una concentración de 1 
mg/ml.  

Las especies moleculares más abundantes del eluato (slFNbeta-lgGFcmut, dímero de IFN-beta y dímero de Fc libre) 
tienen coeficientes de extinción molecular similares, que permiten una cuantificación directa por espectrofotometría 
UV.  25 

A continuación, la solución se diluyó a 1,3 mg/ml en Glicina 0,1 M de pH 2,7 y se neutralizó inmediatamente 
mediante la adición de Tris 0,1 M al 20% (v/v) de pH 8. 

2.2. Purificación en Blue Sepharose  

Después de una etapa de intercambio de tampón en G25, se cuantificó el contenido de proteína y la solución se 
aplicó sobre gel Blue Sepharose 6 Fast Flow (GE Healthcare) en dos rondas paralelas. El slFNbeta-lgGFcmut se 30 
une fácilmente al medio, mientras que la mayor parte del dímero de Fc libre se recupera en la fracción no retenida. 

Un primer lavado con Tris-HCl 50 mM de pH 8,5 eliminó los residuos de la especie de dímero de Fc, y una primera 
etapa de elución con Tris-HCI 50 mM al 56% de pH 8,5 y 44% de una solución de propilenglicol al 45% + NaCl 1,4 M 
+ Tris-HCl 50 mM de pH 8,5 eliminó algunos agregados y dímeros de IFN-beta. La segunda etapa de elución con 
100% de tampón de propilenglicol al 45% + NaCl 1,4 M + Tris-HCl 50 mM, pH 8,5 contenía principalmente slFNbeta-35 
lgGFcmut y algunos dímeros de IFN-beta. 

2.3. Refinado en Q Sepharose Fast Flow  

El eluato de la etapa de Blue Sepharose se sometió a intercambio de tampón en Tris 50 mM de pH 8,5, y se inyectó 
en una columna Q Sepharose Fast Flow. Después de una etapa de lavado con Tris 50 mM de pH 8,5, se aplicó un 
gradiente de sal llegando hasta NaCl 0,5 M + Tris 50 mM de pH 8,5. El pico grande y principal que contenía el 40 
slFNbeta-lgGFcmut se recogió y se cuantificó mediante espectrofotometría UV.  

Este eluato se aplicó luego a una unidad de filtro Centriprep de 10 kDa (Amicon) para concentrar el material antes de 
la etapa siguiente y final. 

2.4. Refinado en Superdex 200  

La solución de proteína se sometió a una cromatografía de exclusión por tamaño. Con el fin de mantener una alta 45 
resolución, el volumen de inyección se mantuvo al mínimo, haciendo obligatorias inyecciones múltiples. Como se 
especificó para formular la proteína en Tris 50 mM + NaCl 500 mM + glicerol al 10% de pH 7,5, el tampón utilizado 
para la filtración en gel fue Tris 50 mM de pH 7,5 + NaCl 500 mM. Únicamente se recogió la parte central del pico 
agudo con el fin de no contaminar la proteína de interés con los agregados y los dímeros de IFN-beta. A 
continuación, la proteína se concentró hasta 1 mg/ml en filtros Centriprep con un corte a 10 kDa y se añadió glicerol 50 
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al 10%. Finalmente, la solución se filtró sobre una membrana de 0,22 micras y se dividió en alícuotas. Los viales se 
almacenaron a -80ºC.  

La proteína final purificada está formada esencialmente por slFNbeta-lgGFcmut. La forma de dímero libre de Fc es 
casi inexistente.  

El protocolo de purificación puede entregar alrededor de 60 mg de Compuesto 1 purificado por 3 litros de 5 
sobrenadantes de cultivos celulares a partir del protoclon de CHO.  

El análisis SDS-PAGE de slFNbeta-lgGFcmut ha demostrado que ambos polipéptidos de la proteína están 
glicosilados (dominio Fc e IFN-beta) y unidos por enlaces disulfuro. El Compuesto 1 ha demostrado así un alto grado 
de pureza y actividad. La proteína final purificada se elabora esencialmente de slFNbeta-lgGFcmut (la forma de 
dímero de Fc libre está casi ausente). 10 

Ejemplo 3 - Productividad  

La generación de una reserva que expresa el Compuesto 1 se realizó de acuerdo con los Ejemplos 1 y 2. Después 
de la transfección y la selección, se sometió a ensayo la expresión de la molécula, utilizando un análisis Biacore 
desarrollado para medir el IFN-β. 

La reserva se sometió a ensayo para determinar la secreción en pulsos de 24 horas, utilizando medio ProCH5. Se 15 
obtuvo una mayor productividad específica a una temperatura más baja.  

Los protoclones se aislaron a partir de una distribución convencional a 1 célula/pocillo. Se seleccionaron alrededor 
de 300 protoclones y se sometieron a ensayo para la determinar la productividad en un formato HTS.  

Se sometieron a ensayo los mejores 15 protoclones a medida que se sometían a ensayo en el análisis HTS en el 
pulso de 24 horas en 6 pocillos y matraces T75 conduciendo a la selección de 3 protoclones candidato. Estos 3 20 
protoclones se clonaron distribuyendo 0,4 células/pocillo. Para cada protoclon, se seleccionaron 20 clones; 
asegurándose de que la placa de la que fueron seleccionados cumplían los criterios de clonación estadísticos (<33% 
de recuperación, eliminación de cualquier pocillo con dos colonias después de la inspección visual).  

Los clones se rastrearon por primera vez en el análisis HTS, y los cinco mejores de cada uno provenientes de cada 
protoclon se sometieron a ensayo adicionalmente en cultivos discontinuos en matraces con sacudimiento. La 25 
siembra inicial fue de 0,2 x 10

6
 células viables/ml de cultivo en medio ProCHO5 a 37ºC. El sacudimiento fue a 130 

rpm. Los cultivos se detuvieron en WD7 cuando la viabilidad  comenzó a disminuir. Los cultivos se sometieron a 
ensayo para determinar el número de células, la viabilidad, el título, y se realizó una SDS-WB para eliminar cualquier 
clon que mostrara un tamaño e integridad moleculares anormales. Los dos mejores clones mostraron títulos de 
hasta 40 mg/L y un PCD de alrededor de 4 a 37ºC. La densidad celular fue razonable y el crecimiento fue vigoroso 30 
sin ningún signo de muerte celular temprana, y se detectó la molécula intacta en una transferencia SDS-WB.  

Los dos mejores clones se seleccionaron y se volvieron a someter a ensayo adicionalmente en el matraz con 
sacudimiento con cambio de temperatura. Los resultados confirmaron los resultados iniciales obtenidos en los 
matraces con sacudimiento.  

Se obtuvieron títulos de hasta 120 mg/L, según se detectó mediante un ensayo Biacore específico para IFN-β 35 
disminuyendo la temperatura. Esto se obtuvo usando un clon específico del que se deriva el Compuesto 1. Se 
observaron un crecimiento vigoroso y una viabilidad muy buena de las células en el lote. La productividad específica 
subió a 12 pdc. Este clon mostró de este modo un perfil ventajoso y muy buen potencial para el desarrollo de 
procedimientos para la producción material con Buenas Prácticas de Laboratorio/Buenas Prácticas de Fabricación 
(GLP/GMP en sus siglas Inglesas). La viabilidad y el crecimiento celular después de la descongelación se verificaron 40 
de acuerdo con el protocolo convencional. La prueba del Mycoplasma y de esterilidad se llevaron a cabo utilizando 
protocolos de acuerdo con la FDA. 

Ejemplo 4 - Estabilidad y Solubilidad  

4.1 Lote utilizado  

El Compuesto 1 se diluyó 1:2 en el tampón original: fosfato de Na 50 mM + NaCl 500 mM + glicerol al 10% de pH 45 
7,5. La concentración de proteína en los ensayos fue de 0,66 mg/ml. 

4.2 Condiciones sometidas a ensayo 

estabilidad térmica mediante SE-HPLC: - 1 semana a + 40ºC  

- 1 mes a + 5ºC  

- 1 mes a + 25ºC  50 
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estabilidad de congelación/descongelación mediante SE-HPLC después de 1 y 5 ciclos (-20ºC) 

4.3 Resultados  

A tiempo t = 0 la muestra tiene una concentración de slFNbeta-lgGFcmut de >98,5%, con menos de 2% de HMW.  

Después de 1 semana a +40ºC, la concentración de slFNbeta-lgGFcmut disminuye a aproximadamente 81%, con 
aproximadamente 19% de HMW.  5 

Después de 1 mes a +5ºC la concentración slFNbeta-lgGFcmut es de aproximadamente 99%, con una ligera 
disminución en el contenido de HMW.  

Después de 1 mes a +25ºC, las dos muestras duplicadas mostraron, después de la incubación, la presencia de 
precipitado. Mediante análisis SEC, el pico esperado de slFNbeta-lgGFcmut eluyó a un mayor tiempo de retención, y 
estuvieron presentes otros picos de menor MW. Un análisis adicional mediante SDS-PAGE y secuenciación N-10 
terminal (por transferencia a membrana de PVDF después de Electroforesis en GeI-SDS) han confirmado la 
hipótesis de la hidrólisis cerca del sitio de fusión, y no se encontraron trazas de la secuencia de IFN-β.  

Después de los 1 y 5 ciclos de congelación/descongelación el contenido de slFNbeta-lgGFcmut es de alrededor de 
98%. 

4.4 Experimentos de congelación/descongelación 15 

Las muestras se diluyen a las concentraciones de ensayo y se almacenan a +4ºC durante al menos 24 horas para el 
equilibrado.  

A continuación, después de medir el perfil de SEC a t = 0, las muestras se almacenan a -20ºC durante al menos un 
día, después se descongelan a +4ºC (durante al menos un día) y a continuación se analizan mediante SEC. 

4.5 Experimentos de congelación/descongelación (5 ciclos)  20 

Las muestras se diluyen hasta la concentración de ensayo y se almacenan a 4ºC durante al menos 24 horas para 
llegar al equilibrio. 

A continuación, después de medir el perfil SEC a t = 0, las muestras se almacenan a -20ºC durante al menos un día, 
después se descongelan a +4ºC (durante al menos un día), a continuación se congelan/descongelan de nuevo hasta 
cinco ciclos con el mismo procedimiento.  25 

Al final, después del quinto ciclo de descongelación (y re-equilibrado a 4ºC durante al menos 24 horas), las muestras 
son analizadas mediante SEC. 

4.6 Solubilidad  

La proteína se almacenó a -80ºC en el tampón siguiente (preformulación):  

Fosfato de Na 50 mM + NaCl 500 mM + glicerol al 10% de pH 7,5  30 

Dicho lote del Compuesto 1 tenía la siguiente concentración: 1,32 mg/ml.  

Se realizaron pruebas de estabilidad y F/T en este lote en tampón de almacenamiento. 

Ejemplo 5 - Comportamiento biológico de dos proteínas heterodiméricas IFN-β-Fc: Compuesto 1 y Compuesto 2  

5.1 Introducción  

El comportamiento biológico de dos preparaciones de proteínas heterodiméricas IFN-β-Fc, el Compuesto 1 y el 35 
Compuesto 2 en comparación con IFN-β1 humano recombinante (preparación de referencia 3 MUI/ml, 11 µg/mL) se 
verificó en términos de actividad antiviral (WISH/VSV, Figura 5) y antiproliferativa (células WISH, Figura 6) así como 
en un análisis del gen informador (células Vero de mono transfectadas con pMX-Luc, Figura 7). 

5.2 Métodos  

5.2.1 Análisis antiviral  40 

Se estudió la actividad antiviral de las proteínas heterodiméricas IFN-β-Fc mediante la medición de la protección 
ejercida por la molécula de IFN-β sobre células WISH (línea celular de amnion humana), contra el efecto citopático 
(ECP) del virus de la estomatitis vesicular (VSV;. Rubinstein et al 1981).  

Las células WISH, desarrolladas en MEM + FBS al 10%, se cultivaron en placa en MEM + FBS al 5% a 4 x 10
4
 

células en cada pocillo de una placa de microtitulación de 96 pocillos que contenía las muestras de IFN-beta 45 
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(partiendo de una concentración de 0,7 ng/ml), a ocho diluciones seriadas 1:1,5. Las células se incubaron después 
durante 18-22 horas a 37ºC, CO2 al 5%. Al final del tiempo de incubación, se añadió la suspensión de VSV (en MEM 
+ FBS al 2,5%) y se incubó durante otras 20-25 horas a 37ºC, con CO2 al 5%. 

Las células se tiñeron con MTT Bromuro de (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio). Y se midió la densidad 
óptica (DO a 595 nm) en cada pocillo mediante un espectrofotómetro de barrido multipocillo.  5 

Las preparaciones de IFN-β-Fc se sometieron a ensayo en paralelo en dos experimentos independientes. Las 
curvas dosis-respuesta generadas de este modo se interpolaron mediante una curva dosis-respuesta (pendiente 
variable) sigmoidea (Graph Pad Software). Se informó de las concentraciones (pM) sobre el eje de las x y se informó 
de los valores de absorbancia relevantes (DO), que se normalizaron contra el virus de control y las células de control 
(crecimiento 0 y 100%) sobre el eje las y como porcentaje de inhibición del efecto citopático. 10 

5.2.2 Análisis antiproliferativo  

Las células WISH en MEM + FBS al 5% se cultivaron en placa a 1 x 10
4
 en cada pocillo de una placa de 

microtitulación de 96 pocillos que contenía las muestras de IFN-beta (partiendo de una concentración de 40 ng/ml), a 
nueve diluciones seriadas 1:2, a continuación se incubaron durante 72 horas a 37ºC, CO2 al 5%. Al final del período 
de incubación, las células se tiñeron con MTT y se midió la densidad óptica (DO a 595 nm) en cada pocillo mediante 15 
un espectrofotómetro de barrido multipocillo.  

Las preparaciones de IFN-β-Fc se sometieron a ensayo en paralelo en dos experimentos independientes. Las 
curvas dosis-respuesta generadas de este modo se interpolaron mediante una curva dosis-respuesta (pendiente 
variable) sigmoidea (Graph Pad Software). Se informó de las concentraciones (pM) sobre el eje de las x y se informó 
de los valores de DO, que se normalizaron contra las células de control (sin IFN-β añadido, 100% de crecimiento), 20 
sobre el eje de las y como porcentaje del crecimiento celular.  

También se pueden utilizar un sistema de célula/virus diferente (por ejemplo A549/EMCV) y una línea celular 
diferente (Hs294T) para la medición de las actividades antivirales y antiproliferativas. 

5.2.3 Análisis del gen informador 

El ensayo del gen informador (RGA) se desarrolló como un análisis biológico in vitro altamente específico y sensible 25 
para el seguimiento de la actividad IFN-β. Se transfectaron establemente células Vero (células de riñón de mono 
verde Africano de la ATCC, CCL 81), carentes de IFN-α e IFN-β endógenos con el plásmido PMX-Luc que portaba el 
gen de la Luciferasa (Luc) bajo el control del promotor Mx1 murino inducible por IFN-α/β. Se seleccionó un clon 
sobre la base de la inducibilidad de Luc por IFN-β (Canosi et al. 1996).  

El análisis está basado en la medición de la emisión de luz causada por la oxidación de la Luciferina por Luciferasa. 30 

La cantidad de luciferasa producida por las células Vero de mono transfectadas es una función de la cantidad de 
IFN-β añadido y se mide automáticamente mediante un luminómetro conectado al soporte lógico.  

Las células Vero se cultivaron en placa (40.000 células) en cada pocillo de placas de microtitulación de 96 pocillos 
que contenían muestras de IFN-β a siete diluciones seriadas 1:2 con una concentración inicial de 234 pg/ml. 
Después de alrededor de 21 horas de incubación (37ºC en CO2 al 5%), la placa de ensayo se invirtió para eliminar el 35 
contenido, la capa de células se lavó una vez con PBS y se añadió a cada pocillo tampón de lisis celular. La placa se 
dejó durante aproximadamente 15 minutos a temperatura ambiente y después se introdujo luz Victor 1420, donde se 
inyectó automáticamente el Reactivo de Ensayo de Luciferasa (LAR) en cada pocillo y la luz emitida, causada por la 
oxidación de la Luciferina por Luciferasa, se midió como cuentas por segundo (cps).  

Las preparaciones de IFN-β-Fc se sometieron a ensayo en paralelo en dos experimentos. Las curvas dosis-40 
respuesta generadas de este modo en cada ensayo fueron interpoladas mediante una curva dosis-respuesta 
(pendiente variable) sigmoidea (Soporte Lógico Graph Pad), en la que se informó de la actividad de IFN-β, 
expresada como masa (pg/ml) sobre el eje de las x y se informó de los valores de cps relevantes, que se 
normalizaron contra el valor basal y el valor máximo (0 y 100%) sobre el eje de las y como porcentaje de cps.  

Para calcular la concentración de IFN-β real que se iba a añadir a las células, se consideró la contribución de la 45 
masa de IFN-β al IFN-β-Fc: 

- Compuesto 1: 0,94 mg/ml de IFN-β-Fc = 0,26 mg/ml de IFN-β  

- Compuesto 2: 1,10 mg/ml de IFN-β-Fc = 0,31 mg/ml de IFN-β 

5.2.4 Resultados y conclusiones  

Independientemente del sistema celular utilizado, el slFNbeta-lgGFcmut (Compuesto 1) mostró una actividad 50 
biológica comparable a la de una proteína de monómero-dímero que contenía una sola mutación N → A en la 
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posición 297 de acuerdo con el índice de EU (Compuesto 2; Figuras 5 a 7) y comparable a la preparación de IFN-β 
humana recombinante. 

Ejemplo 6 - Bioanálisis  

Se calculó el título tanto del Compuesto 1 como del Compuesto 2 sobre una base teórica y se determinó utilizando el 
método convencional (VSV-WISH), aplicado actualmente a la determinación del título de IFN-β. Los resultados se 5 
resumen en la Tabla 2: 

Tabla 2 

 Actividad Teórica (MUI/mL) Título (MUI/mL) 

Compuesto 1 100 81,8 

Compuesto 2 83 62,5 

 

La actividad teórica se basa en la siguiente consideración:  

Para IFN-β (22kD), el factor de conversión de MUI en [µg] es 3,66. Así, 1 MUI corresponde a 3,66 µg.  10 

Para IFN-β-Fc (77 kD), si suponemos que la actividad específica de la masa es lineal, el factor se multiplica por 3,5 y 
termina siendo 12,8. Así, 1 MUI corresponde a 12,8 µg. 

Ejemplo 7 – Análisis de unión del receptor de Fc/complemento  

7.1 Introducción  

Debido a que contienen porciones Fc de anticuerpos, las proteínas de fusión IFN-beta tienen el potencial de 15 
provocar funciones efectoras asociadas con anticuerpos: citotoxicidad mediada por células dependiente de 
anticuerpos (ADCC) y citotoxicidad dependiente del complemento ( CDC).  

En la ADCC los anticuerpos específicos de los antígenos (IgG, por ejemplo) dirigen las células inmunológicas 
efectoras del sistema inmunitario innato que expresan los receptores de Fc gamma (FcγR) para destruir las células 
que expresan el antígeno. Los FcγR se expresan sobre las células NK, neutrófilos, monocitos/macrófagos, células 20 
dendríticas y células B y comprenden tres clases: FcγRI (CD64), FcγRII (CD32) y FcγRIII (CD16). En seres 
humanos, las dos últimas clases se dividen adicionalmente en FcγRlla y FcγRllb, FcγRllla y FcγRlllb. Estos 
receptores difieren en su afinidad por las diferentes subclases de IgG y se pueden dividir en receptores de afinidad 
alta, intermedia o baja. El receptor de alta afinidad (CD64) se une a IgG monomérica y se encuentra normalmente 
ocupado por IgG en suero. Los receptores de afinidad intermedia y baja (CD16 y CD32, respectivamente) se unen a 25 
IgG agregada y a complejos inmunitarios que contienen IgG. Se cree que las células NK son los principales actores 
en la ADCC, a pesar de que los monocitos-macrófagos y neutrófilos pueden también desempeñar un papel, y CD16 
expresado por las células NK es considerado como el "receptor de ADCC". Las células NK destruyen sus células 
diana a través de la liberación de gránulos citotóxicos (perforina, granulisina y granzima). 

La activación del complemento a través de la llamada "vía clásica" se produce tras la unión de C1q al dominio Fc de 30 
las inmunoglobulinas, IgG o IgM, complejado con antígenos. C1q es una gran glicoproteína compleja de ~410 kDa 
presente en el suero humano a una concentración de alrededor de 70 µg/ml. 

Junto con dos serina proteasas, C1r y C1s, C1q forma el complejo C1, el primer componente del complemento. La 
capacidad de las cuatro subclases de IgG humanas (en forma monomérica) para unirse a C1q disminuye en el 
siguiente orden: lgG3>IgG1>lgG2>lgG4 (lgG4 no activa el complemento). La flexibilidad de Fab-Fab y Fab-Fc 35 
dependiente de la bisagra determina la accesibilidad del sitio de unión del complemento a C1q, por tanto lgG3, la 
subclase de IgG humana con la bisagra más larga, es la subclase más eficaz en la activación del complemento. La 
incapacidad de lgG4 para activar el complemento es debida a la estructura del fragmento Fc, así como al 
impedimento estérico de los sitios de unión al complemento por los brazos Fab. 

El Compuesto 1 contiene las modificaciones que reducen las "funciones efectoras", es decir, la unión a los 40 
receptores Fcγ y a C1q (Figuras 1 y 2). Para demostrar formalmente la eficacia de estas mutaciones, se llevó a cabo 
un estudio para comparar la capacidad del Compuesto 1 y el Compuesto 2 para unirse a uno de los receptores Fcγ, 
FcγRI (CD64) y a C1q. Se emplearon métodos de citometría de flujo basados en células y ELISA de unión. 

7.2 Resultados  

El Compuesto 1 y el Compuesto 2 mostraron reducción de la unión a CD64 (FcγRI), en comparación con IgG1 45 
humana.  
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Tanto lgG4 como IgG1 se unieron a CD64 expresado en la superficie de las células AII1.6 transfectadas, de una 
manera dependiente de la dosis, mostrando lgG4 una unión ligeramente menor que IgG1. Por el contrario, el 
Compuesto 2 mostró sustancialmente menos unión que IgG1 humana y el Compuesto 1 mostró incluso una 
reducción adicional de la unión, comparable a la obtenida con un control negativo (Figura 8). Ninguna de las 
moléculas se unen a las células IIA1.6 no transfectadas.  5 

Para caracterizar la unión de C1q al Compuesto 1 y al Compuesto 2 se llevó a cabo un ensayo de unión ELISA-C1q. 
Los resultados se presentan en la Figura 9 (Fig. 9a y Fig. 9b). La IgG1 presentó una alta actividad de unión a C1q 
mientras que no se detectó unión para el Compuesto 1, o los controles negativos (NEG e lgG4). El Compuesto 2 
presentó una unión muy ligera. Las lgG2 no se unieron a C1q bajo estas condiciones experimentales. 

Para investigar adicionalmente la capacidad de unión a C1q del Compuesto 1 y el Compuesto 2, se utilizó un sensor 10 
de resonancia de plasmón superficial para medir la afinidad de estas moléculas por C1q. IgG1 sirvió como control 
positivo, mientras que lgG4 se incluyó como control negativo. 

Las moléculas de IFN-β-Fc, junto con los controles se inmovilizaron individualmente en un chip CM5 entrecruzando 
residuos de aminas primarias con la superficie de dextrano. Se verificaron la asociación y la disociación en tiempo 
real de C1q con las proteínas inmovilizadas en un biosensor Biacore 3000. La unión de C1q a IgG1 se caracterizó 15 
por un fuerte aumento de la respuesta durante la fase de asociación del sensograma y una disminución lenta de la 
fase de disociación. El Compuesto 2 mostró muy poca unión a C1q, mientras que el Compuesto 1 no mostró unión.  

De este modo, las mutaciones contenidas en el Compuesto 1 impiden completamente la unión del Compuesto 1 a 
C1q (Figura 9). Los estudios descritos anteriormente demuestran que las mutaciones introducidas en la porción Fc 
de Compuesto 1 no sólo reducen eficazmente la unión de esta molécula a células transfectadas con CD64 (FcγRI), 20 
sino que también suprimen la unión del Compuesto 1 a C1q en contraste con el Compuesto 2. Se obtuvieron 
resultados similares con células monocíticas humanas U937 no transfectadas que expresan CD64 endógeno. En el 
caso de las células transfectadas con CD64, la unión fue idéntica a la obtenida con un control negativo.  

En resumen, los datos obtenidos demuestran que el Compuesto 1 no se une C1q bajo las condiciones 
experimentales empleadas en este estudio, mientras que el Compuesto 2 conserva una baja unión. 25 

Ejemplo 8 - Estudio PK/PD en monos  

Se realizó un estudio farmacocinético/farmacodinámico (PK/PD) en monos, la única especie animal casi igualmente 
sensible a IFN-β humano.  

Tanto el Compuesto 1 como el Compuesto 2 se analizaron en muestras de suero utilizando un inmunoensayo 
enzimático para el análisis de los niveles en suero de IFN-beta en monos (FujiRebio, modificado y validado en el 30 
suero mono para el análisis de IFN-β).  

El Compuesto 1 y el Compuesto 2, en lugar del patrón IFN-β, se utilizaron para la construcción de las curvas de 
calibración. 

8.1 Introducción  

El Compuesto 1 contiene varias mutaciones dirigidas a reducir la unión a los receptores Fcγ y a C1q. Para 35 
comprobar si estas mutaciones alteraron las propiedades PK/PD del Compuesto 1, se realizó un estudio in vivo en 
monos, la única especie animal sensible a IFN-β. El estudio consistió en 3 grupos de 5 monos Cynomolgus cada 
uno. El primer grupo recibió Rebif

®
, mediante administración subcutánea, a la dosis de 55 pmol/kg, como referencia. 

El 2
o
 grupo de monos recibió el Compuesto 2, mientras que el 3

er
 grupo de monos recibió el Compuesto 1, ambos 

por inhalación a la dosis deseada depositada en los pulmones de 138 pmol/kg. Se midieron el IFN-β, el Compuesto 40 
1 y el Compuesto 2, así como los niveles en suero de Neopterina. Los análisis de PK y PD se realizaron después de 
la resta de cualquier concentración existente antes de la dosificación, de acuerdo con un análisis no compartimental. 

8.2 Resultados Farmacocinéticos  

El perfil en suero medio (DT) de los niveles en suero de IFN después de la administración de Rebif
®
 por vía 

subcutánea a la dosis de 55 pmol/kg, de los niveles en suero del Compuesto 1 después de la administración del 45 
compuesto 1 mediante inhalación a la dosis consignada nominal de 138 pmol/kg, y de los niveles en suero del 
Compuesto 2 después de administraciones del Compuesto 2 mediante inhalación a la dosis consignada nominal de 
138 pmol/kg, se muestra en la Figura 10. Después de la administración del Compuesto 1 o del Compuesto 2 
mediante inhalación, a la dosis consignada (en los pulmones) de 138 pmoles/kg, las Cmax medias fueron 22,51 + 
7,43 pmol/L (Compuesto 2) y 16,36 + 6,94 pmol/L (Compuesto 1 ) en un tiempo medio de 8 horas, en comparación 50 
con la Cmax media de Rebif de 1,40 ± 1,10 pmol/L, alcanzada en el tmáx medio de 3 horas. El AUClast (Aérea Bajo 
la Curva hasta la última concentración cuantificable) fue 886 + 393 h.pmol/L para el Compuesto 2 y 505 + 322 
h.pmol/L para el Compuesto 1, que en comparación con Rebif significa una AUClast media  de 12,5 + 20,0 h.pmol/L.  

ES 2 400 107 T3

 



 21 

La vida media de eliminación aparente fue de 27 ± 4,5 h para el Compuesto 2 y de 24,1 ± 8,4 h para el Compuesto 
1. Tanto el Compuesto 1 como el Compuesto 2 mostraron niveles séricos regulares y consistentes, mucho mayores 
que los observados con IFN-β. De hecho ambos mostraron una exposición cumulativa mucho mayor que la 
observada con Rebif 

®
 inyectado.  

El perfil en suero medio (DT) de los niveles en suero de Neopterina corregidos en el período inicial se calcularon 5 
después de administraciones de Rebif

®
 por vía subcutánea a la dosis de 55 pmol/kg, del Compuesto 1 mediante 

inhalación a la dosis consignada nominal de 138 pmol/kg, y del Compuesto 2 mediante inhalación a la dosis 
consignada nominal de 138 pmol/kg. Los parámetros farmacodinámicos principales se muestran en la Tabla 3. 

Tabla 3: Principales parámetros farmacodinámicos 

 Rebif Compuesto 2 Compuesto 1 

Emax (ng/ml) 3,87 (2,41) 3,59 (1,03) 2,86 (1,91) 

AUClast (h.ng/mL) 407 (270) 552 (167) 375 (252) 

 10 

El nivel de predosificación de Neopterina de los animales osciló entre 1,11 y 5,06 ng/mL, frente a un valor por lo 
general de alrededor de 1 ng/mL. Este hecho debería tenerse en cuenta ya que los mayores niveles de pre-
dosificación pueden reducir la posibilidad de observar un aumento adicional de neopterina. Tras la administración 
subcutánea de Rebif

®
, se observó un aumento de neopterina, como era de esperar, en 4 de los 5 monos. Un mono 

no mostró aumento de neopterina. Este mono tenía el nivel de predosificación más alto de neopterina (4,4 ng/mL) e 15 
IFN-β no medible. La combinación de estos dos factores (neopterina alta y posiblemente una dosis administrada 
menor) puede explicar la falta de respuesta. Esto se sustenta en la consideración de que otro mono tuvo una 
respuesta clara a la Neopterina, a pesar del hecho de que sólo una muestra de suero mostró niveles de IFN-beta 
medibles. Para este mono la concentración de predosificación fue de 2,0 ng/ml. Después de la administración del 
compuesto 1 o del Compuesto 2 por inhalación, a la dosis consignada (en los pulmones) de 138 pmol/kg, la mayoría 20 
de los animales mostraron un pequeño aumento de los niveles de Neopterina. Este pequeño aumento es más 
evidente en algunos animales, mientras que otros, a pesar del claro perfil PK de IFN-β-Fc, tenían solo unas pocas 
muestras de suero que superaban la concentración basal. En general, tanto el Compuesto 1 como el Compuesto 2 
mostraron un comportamiento de PK y PD similar. 

La siguiente Tabla 4 aclarará la identidad de las secuencias referidas en la Lista de Secuencias y en todo el texto: 25 

Tabla 4 

SEQ ID NO: Descripción de la secuencia 

1 Región constante pesada de IgG1 humana 

2 Fragmento de la región bisagra de IgG1 humana 

3 Brazo Fcmut (es decir, un brazo Fc de IgG mutado no ligado a la proteína IFN-beta) 

4 Secuencia que codifica el brazo Fcmut 

5 Brazo Fc mut con el péptido señal de la cadena ligera de IgK de ratón 

6 Secuencia que codifica el brazo Fcmut con el péptido señal de la cadena ligera de 
IgK de ratón 

7 IFN-beta maduro humano 

8 Brazo IFNbeta-Fcmut (es decir un brazo Fc de IgG mutado ligado a una proteína IFN-
beta sencilla) 

9 Secuencia que codifica el brazo IFNbeta-Fcmut 

10 Brazo IFNbeta-Fcmut con el péptido señal de IFN-beta humano 

11 Secuencia que codifica el brazo IFNbeta-Fcmut con el péptido señal de IFN-beta 
humano 

12 Vector C370 
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13 Conector de 8 aminoácidos 

14 Subunidad del Compuesto 2 no ligada a IFN-beta 

15 Subunidad del Compuesto 2 ligada a IFN-beta a través de un conector de 8 aa 
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LISTA DE SECUENCIAS 

 
<110> Laboratorios Serono SA 
 
<120> Interferón beta sencillo fusionado a un fragmento Fc de IgG mutado 5 
 
<130> 1162 WO/PCT 
 
<150> EP 07118980.7 
<151> 2007-10-22 10 
 
<150> US 61/007.142 
<151> 2007-12-11 
 
<160> 15 15 
 
<170> PatentIn versión 3.3 
 
<210> 1 
<211> 330 20 
<212> PRT 
<213> homo sapiens 
 
<220>  
<221> DOMINIO 25 
<222> (1)..(98) 
<223> Dominio CH1 
 
<220>  
<221> RASGO_MISC 30 
<222> (99)..(110) 
<223> Región bisagra 
 
<220>  
<221> DOMINIO 35 
<222> (111)..(223) 
<223> Dominio CH2 
 
<220>  
<221> DOMINIO 40 
<222> (224)..(330) 
<223> Dominio CH3 
 
<400> 
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<210> 2 
<211> 7 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220>  
<223> Fragmento de la región bisagra 
 
<400> 2 10 

 
 
<210> 3 
<211> 227 
<212> PRT 15 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Brazo Fcmut 
 20 
<400> 3 
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<210> 4 
<211> 681 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220>  
<223> Brazo Fcmut 
 
<400> 4 10 
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<210> 5 
<211> 247 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Brazo Fcmut con péptido señal de cadena ligera de IgK de ratón 
 10 
<220>  
<221> SEÑAL 
<222> (1)..(20) 
<223> Péptido señal de cadena ligera de IgK de ratón 
 15 
<220>  
<221> péptido_mat 
<222> (21)..(247) 
<223> Brazo Fcmut 
 20 
<400> 5 
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<210> 6 
<211> 741 
<212> ADN 
<213> Artificial 5 
 
<220>  
<223> Brazo Fcmut con péptido señal de cadena ligera de IgK de ratón 
 
<220>  10 
<221> péptido_señ 
<222> (1)..(60) 
<223> Péptido señal de cadena ligera de IgK de ratón 
 
<220>  15 
<221> rasgo_misc 
<222> (61)..(741) 
<223> Brazo Fcmut 
 
<400> 6 20 
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<210> 7 
<211> 7166 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 7 

 
 

ES 2 400 107 T3

 



 30 

 
<210> 8 
<211> 393 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220>  
<223> Brazo IFN-beta-Fcmut  
 
<220>  10 
<221> péptido_mat 
<222> (1)..(166) 
<223> IFN-beta humano maduro 
 
<220>  15 
<221> DOMINIO 
<222> (167)..(393) 
<223> Brazo Fcmut 
 
<400> 8 20 
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<210> 9 
<211> 1179 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Brazo IFN-beta-Fcmut  
 10 
<220>  
<221> rasgo_misc 
<222> (1)..(498) 
<223> IFN-beta humano maduro 
 15 
<220>  
<221> rasgo_misc 
<222> (499)..(1179) 
<223> Brazo Fcmut 
 20 
<400> 9 
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<210> 10 
<211> 414 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Brazo IFN-beta-Fcmut con péptido señal de IFN-beta humano 
 10 
<220>  
<221> SEÑAL 
<222> (1)..(21) 
<223> péptido señal de IFN-beta humano 
 15 
<220>  
<221> péptido_mat 
<222> (22)..(187) 
<223> IFN-beta humano maduro 
 20 
<220>  
<221> DOMINIO 
<222> (188)..(414) 
<223> Brazo Fcmut 
 25 
<400> 10 
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<210> 11 
<211> 1242 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Brazo IFN-beta-Fcmut con péptido señal de IFN-beta humano 
 10 
<220>  
<221> péptido_señ 
<222> (1)..(63) 
<223> Péptido señal de IFN-beta humano 
 15 
<220>  
<221> rasgo_misc 
<222> (64)..(561) 
<223> IFN-beta humano maduro 
 20 
<220>  
<221> rasgo_misc 
<222> (562)..(1242) 
<223> Brazo Fcmut 
 25 
<400> 11 
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<210> 12 
<211> 11014 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> Vector C370 
 10 
<220>  
<221> rasgo_misc 
<222> (2499)..(3182) 
<223> Brazo Fcmut (hebra complementaria inversa) 
 15 
<220>  
<221> péptido_señ 
<222> (3183)..(3242) 
<223> Péptido señal de la cadena ligera de IgK de ratón (hebra complementaria inversa) 
 20 
<220>  
<221> péptido_señ 
<222> (6548)..(6610) 
<223> Péptido señal de IFN-beta humano 
  25 
<220>  
<221> rasgo_misc 
<222> (6611)..(7108) 
<223> IFN-beta humano maduro 
 30 
<220>  
<221> rasgo_misc 
<222> (7109)..(7789) 
<223> Brazo Fcmut 
 35 
<400> 12 

 

ES 2 400 107 T3

 



 37 

 

ES 2 400 107 T3

 



 38 

 

ES 2 400 107 T3

 



 39 

 

ES 2 400 107 T3

 



 40 

 

ES 2 400 107 T3

 



 41 

 

ES 2 400 107 T3

 



 42 

 
 
<210> 13 
<211> 8 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
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<220>  
<223> Conector 
 
<400> 13 

 5 
 
 
<210> 14 
<211> 227 
<212> PRT 10 
<213> Secuencia artificial 
<220>  
<223> Subunidad del Compuesto 2 sin IFN-beta 
 
<400> 14 15 
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<210> 15 
<211> 401 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
<220>  
<223> Subunidad del Compuesto 2 con IFN-beta 
 
<220>  10 
<221> péptido_mat 
<222> (1)..(166) 
<223> IFN-beta humano maduro 
 
<220>  15 
<221> PÉPTIDO 
<222> (167)..(174) 
<223> Conector 
 
<220>  20 
<221> DOMINIO 
<222> (175)..(401) 
<223> Porción Fc 
 
<400> 15 25 
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REIVINDICACIONES 

1.  Una proteína que comprende un IFN-beta sencillo fusionado a un dominio Fc de IgG mutado que contiene dos 
subunidades, la primera subunidad comprende un brazo Fc de IgG mutado no ligado a una proteína IFN-beta, la 
segunda subunidad comprende un brazo Fc de IgG mutado ligado a una proteína IFN-beta sencilla, donde dicha 
primera subunidad consiste en el SEQ ID NO: 3 y dicha segunda subunidad consiste en el SEQ ID NO: 8. 5 

2.  Un polinucleótido que codifica  una proteína de acuerdo con la reivindicación 1. 

3.  El polinucleótido de acuerdo con la reivindicación 2, donde dicho polinucleótido comprende o consiste en el SEQ 
ID NO: 4 o el SEQ ID NO: 9. 

4.  El polinucleótido de acuerdo con la reivindicación 2, donde dicho polinucleótido comprende o consiste en el SEQ 
ID NO: 12. 10 

5.  Un vector de expresión que comprende un polinucleótido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 
a 4. 

6.  Una célula anfitriona transformada con un vector de acuerdo con la reivindicación 5. 

7.  La célula anfitriona de acuerdo con la reivindicación 6, donde dicha célula es una célula CHO. 

8.  Una composición farmacéutica que comprende una proteína de acuerdo con la reivindicación 1. 15 

9.  Una composición farmacéutica de acuerdo con la reivindicación 8 para su uso como medicamento. 

10. El uso de una composición farmacéutica de acuerdo con la reivindicación 9 para la preparación de un 
medicamento para el tratamiento de la esclerosis múltiple. 

11. Un método para elaborar una proteína de acuerdo con la reivindicación 1, donde dicho método comprende 
cultivar una célula anfitriona de acuerdo con la reivindicación 6 o 7, y aislar dicha proteína. 20 
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