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DESCRIPCION
Conjugados de polialquilenglicol de interferon beta-1a y sus usos
Antecedentes de la invencion

El uso de polipéptidos y proteinas para el tratamiento sistémico de enfermedades especificas esta bien aceptado
actualmente en la practica médica. El papel que juegan estas sustancias en la terapia es tan importante que muchas
actividades investigadoras se estan dirigiendo hacia la sintesis de grandes cantidades mediante técnicas de ADN
recombinante. Muchos de estos polipéptidos son moléculas endégenas que son muy potentes y especificas al
desencadenar sus acciones bioldgicas.

Un factor importante que limita la utilidad de estas sustancias proteicas para su aplicacién deseada es que, cuando
se administran de forma parenteral, se eliminan del cuerpo en un corto periodo de tiempo. Esto puede ocurrir como
resultado del metabolismo de proteasas o por el aclaramiento, que usa rutas normales para la eliminacién de
proteinas tales como la filtraciéon en los rifiones. La via de administracion oral de estas sustancias es incluso mas
problematica, porque, ademas de la proteolisis en el estdmago, la elevada acidez del estdmago las destruye antes
de que alcancen su tejido de destino. Los problemas asociados con estas vias de administracion de proteinas se
conocen bien en la industria farmacéutica, y se estan usando diversas estrategias en intentos para resolverlas.

Se han publicado muchos trabajos que se ocupan de la estabilizacion de proteinas. Se conocen diversas formas de
conjugar proteinas con materiales poliméricos, que incluyen el uso de dextranos, polivinilpirrolidonas, glucopéptidos,
polietilenglicol y poliaminoacidos. Se ha informado que los polipéptidos conjugados resultantes mantienen sus
actividades bioldgicas y la solubilidad en agua para aplicaciones parenterales.

Una familia de péptidos que ha sido el centro de mucho trabajo clinico y esfuerzos para mejorar su administracion y
bioasimilacion son los interferones. Los interferones se han ensayado en una diversidad de enfermedades clinicas.
El uso de interferon beta humano, un miembro de esa familia, es el mejor establecido en el tratamiento de esclerosis
multiple. Recientemente se ha autorizado la comercializacion de dos formas de interferon beta recombinante en
Europa y EE.UU. para el tratamiento de esta enfermedad. Una forma es interferon-beta-1a (denominado
comercialmente y vendido como AVONEX®, fabric. Biogen, Inc., Cambridge, MA) y en lo sucesivo "interferon-beta-
1a" o "IFN-beta-1a" o "IFN-B-1a" o "interferén-p-1a", usados de forma intercambiable. La otra forma es interferén-
beta-1b (denominado comercialmente y vendido como BETASERON®, Berlex, Richmond, CA), en lo sucesivo,
"interferon-beta-1b". Interferon-beta-1a se produce en las células mamiferas usando la secuencia del gen humano
natural y esta glicosilado, mientras interferon-beta-1b se produce en bacterias E. coli usando una secuencia
modificada del gen humano que contiene una sustitucion de cisteina a serina introducida mediante ingenieria
genética en la posicion del aminoacido 17 y no esta glicosilado.

Previamente, se han comparado directamente las potencias in vitro relativas de interferén-beta-1a e interferén beta
1b en analisis funcionales y se ha demostrado que la actividad especifica de interferon-beta-1a es aproximadamente
10 veces mayor que la actividad especifica de interferon-beta-1b (Runkel et al., 1998, Pharm. Res. 15: 641-649). A
partir de estudios disefiados para identificar la base estructural de estas diferencias de actividad, se ha identificado la
glicosilacion como la uUnica de las diferencias estructurales conocidas entre los productos que afecta a la actividad
especifica. El efecto del hidrato de carbono se manifiesta en gran medida por medio de su papel estabilizante de la
estructura. El efecto estabilizante del hidrato de carbono fue evidente en experimentos de desnaturalizacion térmica
y analisis SEC. La falta de glicosilacion también se correlacion6 con un incremento en la agregacion y una
sensibilidad incrementada a la desnaturalizacion térmica. La eliminacion enzimatica del hidrato de carbono de
interferon-beta-1a con PNGasa F provoco la precipitacion considerable del producto desglicosilado.

Estos estudios indican que, a pesar de la conservacion de secuencias entre interferén-beta-1a e interferén-beta-1b,
son entidades bioquimicas distintas, y por lo tanto gran parte de lo que se sabe sobre interferén-beta-1b no se puede
aplicar a interferon-beta-1a, y viceversa.

El documento WO 87/00056 describe conjugados entre un homopolimero de polietilenglicol o un poliol polioxietilado,
y un interferon-beta (véase el resumen, pagina 13, lineas 15-35). En este documento no se prevé la combinacion
especifica de un interferon-beta 1a, su acoplamiento con el polimero anteriormente mencionado en el extremo N-
terminal y por medio de una unién obtenible mediante una alquilacién reductora.

Katre N. V. (Advanced Drud Delivery Reviews, 10 (1993), 91-114) describe el acoplamiento selectivo de restos de
polialquilenglicol en el extremo N-terminal de proteinas diferentes de los interferones.

Sumario de la invenciéon

Se han aprovechado las ventajas del interferon-beta glicosilado respecto de las formas sin glicosilar. En particular,
se ha desarrollado una composicion de interferon-beta-1a con actividad incrementada respecto de interferén-beta-
1b, y que también tiene las propiedades convenientes de las proteinas pegiladas en general sin pérdida efectiva de
actividad comparado con las formas de interferén-beta-1a que no estan conjugadas. Asi, si se hacen modificaciones
de tal forma que los productos (conjugados de polimero-interferén-beta 1a) mantienen todas o casi todas sus
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actividades bioldgicas, pueden darse como resultado las siguientes propiedades: farmacocinética y farmacodinamica
alteradas que llevan a una semivida incrementada y a alteraciones en la distribucion tisular (p.ej., capacidad para
permanecer en la vasculatura durante periodos de tiempo mas largos), estabilidad incrementada en disolucion,
inmunogenicidad reducida, proteccion de la digestion proteolitica y de la supresion posterior de la actividad. Tal
formulacion es un avance sustancial en las técnicas farmacéutica y médica, y haria una contribucion significativa al
tratamiento de diversas enfermedades en las que el interferén tiene cierta utilidad, tales como esclerosis multiple,
fibrosis, y otras enfermedades inflamatorias o autoinmunes, canceres, hepatitis y otras enfermedades viricas. En
particular, la capacidad para permanecer durante periodos de tiempo mas largos en la vasculatura permite que se
use interferén-beta-1a para inhibir la angiogénesis y potencialmente atravesar la barrera hematoencefalica. Ademas,
la estabilidad térmica adquirida creando conjugados de polimero-interferon-beta-1a es una ventaja cuando se
formula interferén-beta-1a en forma de polvo para uso en la administracién posterior por medio de inhalacion.

Se us6 el conocimiento de la estructura cristalografica de interferén-beta-1a y se desarrollé un conjugado de
interferon-beta-1a-polimero en el que el polimero esta unido a el/los sitio(s) de interferon-beta-1a que permitira(n)
que el conjugado mantenga la actividad completa del interferén-beta-1a comparado con el interferén-beta-1a que no
esta conjugado.

Un caso de la descripcion es un complejo de interferén-beta-1a conjugado, en el que el interferon-beta-1a esta unido
de forma covalente a un polimero que incorpora como parte integral suya un polialquilenglicol.

En un caso particular, la presente descripcion se refiere a una composicion de interferén-beta-1a fisiolégicamente
activo que comprende interferén-beta-1a fisioldgicamente activo acoplado a un polimero que comprende un resto de
polialquilenglicol, en el que el interferén-beta-1a y el resto de polialquilenglicol estan dispuestos de forma que el
interferon-beta-1a fisiolégicamente activo de la composicién tiene una semivida aumentada respecto del interferon-
beta-1a solo (es decir, en una forma sin conjugar desprovista del polimero acoplado a él).

Otro caso de la descripcion es una composicién de interferon-beta-1a que comprende interferén-beta-1a
fisiolégicamente activo acoplado a un polimero que comprende un resto de polialquilenglicol en el que el interferén-
beta-1a es una proteina de fusion, preferiblemente una fusién con inmunoglobulina. En tal complejo, la estrecha
proximidad del extremo N-terminal (sitio de conjugacion con el polimero) y el extremo C-terminal (sitio de fusion con
el resto Ig) sugiere que la conjugacion del polimero puede reducir la inmunogenicidad de la proteina de fusion.

En otro caso, la presente descripcion se refiere a una composicion de interferon-beta-1a fisioldgicamente activo que
comprende interferén-beta-1a fisioldgicamente activo acoplado a un polimero, que comprende un resto de
polialquilenglicol, en el que el interferén-beta-1a y el resto de polialquilenglicol estan dispuestos de forma que el
interferon-beta-1a fisiolégicamente activo de la composicién tiene una actividad aumentada respecto del interferon-
beta-1a solo (es decir, en una forma sin conjugar desprovista del polimero acoplado a él).

Otro caso es una proteina conjugada de interferon-beta-1a cuyo resto de interferén-beta-1a se ha mutado para
proporcionar muteinas con actividad antiviral y/o antiproliferativa aumentada selectivamente respecto de las formas
sin mutar de interferén-beta-1a.

La descripcion se refiere en un aspecto adicional a un complejo conjugado de interferon-beta-1a estable e
hidrosoluble que comprende un interferén-beta-1a fisioldégicamente activo acoplado de forma covalente a un resto de
polietilenglicol fisioldgicamente compatible. En tal complejo, el interferon-beta-1a puede estar acoplado de forma
covalente al resto de polietilenglicol fisiolégicamente compatible mediante un enlace covalente labil en un grupo
aminoacido libre del interferén-beta-1a, en el que el enlace covalente labil se rompe in vivo mediante hidrdlisis
bioquimica y/o proteolisis.

En otro caso, la presente descripcion se refiere a una forma farmacéutica que comprende un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y un complejo de interferén-beta-1a estable e hidrosoluble que comprende interferén-
beta acoplado a un polietilenglicol fisiolégicamente compatible.

En otro caso, las composiciones de interferén-beta-1a acoplado de forma covalente, tales como las descritas
anteriormente, pueden utilizar interferén-beta-1a destinado a aplicaciones diagndsticas o in vitro, en las que el
interferon-beta-1a es, por ejemplo, un reactivo de diagndstico para un inmunoandlisis u otras aplicaciones
diagndsticas o in vitro. En tales aplicaciones no terapéuticas, los complejos de la descripcion se emplean de forma
muy util como composiciones estabilizadas que se pueden formular, por ejemplo, en disolventes compatibles u otras
formulaciones basadas en disoluciones para proporcionar formas compuestas estables que tienen resistencia
aumentada a la degradacion.

La modificacion de interferén-beta 1a con un polimero atéxico puede ofrecer ciertas ventajas. Si se hacen
modificaciones de forma que los productos (conjugados de polimero-interferén-beta-1a) mantienen todas o casi
todas sus actividades bioldgicas, se puede dar como resultado las siguientes propiedades: farmacocinética y
farmacodinamica alteradas, que conducen a una semivida incrementada y a alteraciones en la distribucion tisular
(p.€j., capacidad para permanecer en la vasculatura durante periodos de tiempo mas largos), estabilidad
incrementada en disolucién, inmunogenicidad reducida, proteccion de la forma modificada de interferén-beta 1a de la
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digestion proteolitica y de la eliminacion posterior de la actividad; estabilidad térmica incrementada que conduce a
una formulacion mas eficaz de interferén-beta-1a en polvo para uso oral o inhalado.

El interferon-beta-1a dotado de las propiedades mejoradas descritas anteriormente puede ser eficaz como terapia
después de la administracion oral, en aerosol o parenteral. Otras vias de administracion, tales como nasal y
transdérmica, pueden ser posibles también usando el interferon-beta-1a modificado.

Otro aspecto de la descripcion es un medicamento que comprende los conjugados reivindicados para el uso en un
método para inhibir la angiogénesis y la neovascularizacion. Como resultado de incrementar el nivel y la duracion del
interferon en la vasculatura, el producto pegilado de la descripcion deberia ser especialmente eficaz como inhibidor
de la angiogénesis.

En aplicaciones no terapéuticas (p.ej., diagndsticas), también se contempla la conjugacion de especies diagndsticas
y/o reactivas de interferon-beta. El agente conjugado resultante es resistente a factores degradativos ambientales,
que incluyen procesos de degradacion mediados por disolvente o por disolucion. Como resultado de tal resistencia
aumentada y estabilidad incrementada del interferon-beta-1a, la estabilidad del ingrediente activo es capaz de
incrementarse significativamente, con fiabilidad concomitante de la composicién que contiene interferon-beta-1a en
el uso final especifico para el que se emplea la misma.

Basandose en la descripcion contenida en el presente documento, la presente invencidon proporciona una
composicién que comprende un interferén-beta-1a o una proteina de fusién que comprende el interferén-beta-1a, en
el que el interferén-beta-1a consiste en la secuencia de aminoacidos:

MSYNLLGFLQRSSNFQCQKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDI PEEI KQLOQFQKEDAALTIYEMLQNIF
AIFRQDSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDFTRGKLMSSLHLKRYYGRILHYLK

AKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN, Yy

en el que el interferén-beta-1a esta acoplado a un Unico polimero que no se da de forma natural en el extremo N-
terminal de dicho interferon-beta-1a, en el que dicho acoplamiento entre el interferon-beta-1a y dicho polimero es
obtenible mediante el uso de un método de alquilacion reductora, y en el que dicho polimero comprende un resto de
polialquilenglicol.

En un aspecto relacionado, la presente invenciéon proporciona una composicion que comprende un mutante de
interferdn-beta-1a o una proteina de fusion que comprende el mutante de interferén-beta-1a, en el que el mutante de
interferon-beta-1a consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionada de:

MAYAALGALQASSNFQCOKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEEIKQLQQFQKEDAALTIYEMLQONIF
AIFRQDSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDFTRGKLMSSLHLKRYYGRILHYLK

AKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN,

MSYNLLGFLQRSSNAACAALLAALNGRLEYCLKDRMNFDIPEEIKQLQOQFQKEDAALTIYEMLQONIF
AIFRQDSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDFTRGKLMSSLHLKRYYGRILHYLK

AKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN,

MSYNLLGFLQRSSNFQCOKLLWQLNGRAAACAADRMNFDI PEEIKQLQQFQKEDAALTIYEMLQNIF
AIFRQDSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDFTRGKLMSSLHLKRYYGRILHYLK

AKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN,

MSYNLLGFLQRSSNFQCQKLLWQLNGRLEYCLKDRAAFAI PAEIKQLQQFQKEDAALTIYEMLONIF
AIFRQODSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDFTRGKLMSSLHLKRYYGRILHYLK

AKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN,

MSYNLLGFLQRSSNFQCQKLLWQOLNGRLEYCLKDRMNFDIPEEIAAAAAFAAADAALTIYEMLONIF
AIFRQDSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDFTRGKLMSSLHLKRYYGRILHYLK

AKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN,

MSYNLLGFLQRSSNFQCQKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEEIKQLQQFQKEDAALTIYEMLANIA
SIFRQDSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDFTRGKLMSSLHLKRYYGRILHYLK
AKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN,

MSYNLLGFLQRSSNFQCQKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEEIKQLQQFQKEDAALTIYEMLONIF
AIFAAASSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDFTRGKLMSSLHLKRYYGRILHYLK
AKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN,
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MSYNLLGFLQRSSNFQCQKLLWOLNGRLEYCLKDRMNFDIPEEIKQLQQFQKEDAALTIYEMLQNIF
AIFRQDSSSTGWNASIVAALLSNVYHQINHLKTVLEEKLEKEDFTRGKLMSSLHLKRYYGRILHYLK
AKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN,

MSYNLLGFLQRSSNFQCQKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEEIKQLQQFQKEDAALTIYEMLONIF
AIFRQDSSSTGWNETIVENLLANVAHQIAHLAAVLEEKLEKEDFTRGKLMSSLHLKRYYGRILHYLK

AKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN,

MSYNLLGFLQRSSNFQCQKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEEIKQLQOQFQKEDAALTIYEMLQNIF
AIFRQDSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLAAKLAAADFTRGKLMSSLHLKRYYGRILHYLK

AKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN,

MSYNLLGFLQRSSNFQCOKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEEIKQLQQFQKEDAALTIYEMLONIF
AIFRQDSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEAATAGKAMSALHLKRYYGRILHYLK
AKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN,

MSYNLLGFLQRSSNFQCQKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEE IKQLQOFQKEDAALTIYEMLONIF
AIFRQDSSSTGWNET IVENLLANVYHQI NHLKTVLEEKLEKEDFTRGKLMSSLHLKRYYGAIAAYLA
AKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN,

MSYNLLGFLQRSSNFQCQOKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEEIKQLOQFQKEDAALTIYEMLONIF
AIFRODSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDFTRGKLMSSLHLKRYYGRITLHYLK

AAAYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN,

MSYNLLGFLQRSSNFQCQKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEEIKQLQQFQKEDAALTIYEMLONIF
AIFRQDSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDFTRGKLMSSLHLKRYYGRILHYLK

AKEYAACAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN,

MSYNLLGFLQORSSNFQCOKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEEIKQLQQFOKEDAALT IYEMLONIF
ATIFRQDSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDFTRGKLMSSLHLKRYYGRILHYLK
AKEYSHCAWTIVRAEILANFAFIARLTGYLRN, Yy

en el que el mutante de interferén-beta-1a esta acoplado a un Unico polimero que no se da de forma natural en el
extremo N-terminal de dicho mutante de interferén-beta-1a, en el que dicho acoplamiento entre el mutante de
interferon-beta-1a y dicho polimero es obtenible mediante el uso de un método de alquilacion reductora, y en el que
dicho polimero comprende un resto de polialquilenglicol.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un método in vitro para prolongar la actividad del
interferén-beta-1a en un sistema in vitro, que comprende acoplar dicho interferén-beta-1a en el extremo N-terminal a
un unico resto de polimero que no se da de forma natural mediante el uso de un método de alquilacién reductora
para proporcionar una composicion de polimero-interferon-beta-1a acoplado, e introducir la composicion de
polimero-interferén-beta-1a acoplado en el sistema in vitro, y dicho resto de polimero que no se da de forma natural
comprende un resto de polialquilenglicol.

La presente invencion y las realizaciones de la misma se exponen en las reivindicaciones adjuntas.

Otros aspectos, caracteristicas y modificaciones de la invencion seran aparentes de forma mas completa a partir de
la descripcion posterior y de las reivindicaciones adjuntas.

Descripcion breve de los dibujos

Figura 1. Union de mutantes de interferon-beta-1a sustituidos con alanina a una proteina de fusién dimérica que
comprende el dominio extracelular de la cadena del receptor de interferon de tipo I, IFNAR2/Ig (ectodominio de
IFNAR?2 fusionado con el dominio constante de IgG1 humana).

Las afinidades de unidn de los mutantes de IFN (A1 - E) sustituidos con alanina por la cadena del receptor IFNAR2
se determinaron como se describe en el Ejemplo 1 (subseccion D). El histograma presenta sus afinidades de union
en este analisis respecto de his-IFN-beta de tipo natural (% de t. n.). Los valores de % de t. n. se calcularon como
(afinidad de his-IFN-beta de tipo natural)/afinidad de IFN-beta mutante x 100. Se muestran el % de t. n. (O) para
experimentos individuales (n = 3) y un % de t. n. medio (x) para el grupo experimental. Los mutantes A2, AB1, AB2 y
E no se unieron a IFNAR2/Fc a concentraciones 500 veces superiores que CE 50 de his-IFN-beta de t. n. (*).

Figura 2. Union de mutantes de interferon-beta-1a sustituidos con alanina a los complejos del receptor de superficie
celular de interferdn de tipo | ("complejo IFNAR1/2") expresados en células de linfoma de Daudi Burkitt.
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Las propiedades de union a receptor de los mutantes de sustitucion con alanina (A1 - E) se determinaron usando un
ensayo de unién a receptor de superficie celular basado en FACS como se describe en el Ejemplo 1 (subseccion D).
El histograma presenta sus afinidades de union a receptor en este analisis respecto de his-IFN-beta de tipo natural
(% de t. n.). El % de t. n. para cada mutante se calculdé como (afinidad de his-IFN-beta de tipo natural)/afinidad de
IFN-beta mutante x 100. Se muestran los valores de % de t. n. (O) para experimentos individuales y una media de
los valores de % de t. n. para el grupo experimental (x).

Figura 3. Actividades antivirales de mutantes de interferon-beta-1a sustituidos con alanina.

Las actividades antivirales de los mutantes por sustitucion con alanina (A1 - E) se determinaron en células A549
humanas expuestas a virus de EMC como se describe en el Ejemplo 1 (subseccion E). El histograma presenta sus
actividades en este analisis respecto de his-IFN-beta de tipo natural (% de t. n.). El % de t. n. se calcul6 como
(concentracion de his-IFN-beta de t. n. [ECP del 50%]/concentracion de IFN-beta mutante [ECP del 50%] x 100. Se
muestra el % de t. n. (O) para multiples analisis y la media del grupo de datos experimentales (x).

Figura 4. Actividades antiproliferativas de mutantes de interferon-beta-1a sustituidos con alanina.

La actividad antiproliferativa de los mutantes por sustitucion con alanina (A1 - E) se determiné en células de linfoma
de Daudi Burkitt como se describe en el Ejemplo 1 (subseccién E). El histograma presenta sus actividades en este
andlisis respecto de his-IFN-beta de tipo natural (% de t. n.). El % de t. n. se calculé como (concentracion de his-IFN-
beta de t. n. [50% de inhibicién del crecimiento]/concentracién de IFN-beta mutante [50% de inhibicion del
crecimiento] x 100. Se muestra el % de t. n. (O) para multiples analisis y la media del grupo de datos experimentales

(x)-

Figura 5. Actividades antiviral y antiproliferativa relativas de los mutantes de interferon-beta-1a sustituidos con
alanina.

Se compararon las actividades relativas de los mutantes de sustitucion con alanina (A1 - E) en los analisis de
actividad antiviral (eje x) y de actividad antiproliferativa (eje y). Se us6 el porcentaje medio de his-IFN-beta de tipo
natural (% de t. n., x) presentado en las Figuras 3 y 4 para esta comparacion. Los mutantes que muestran un cambio
coordinado en ambas actividades estarian en la linea diagonal. Los mutantes que muestran un cambio en la
actividad antiviral que es desproporcionado respecto del cambio en la actividad antiproliferativa se alejan
significativamente de la linea diagonal (DE1, D, C1). Se determind la significacion estadistica a partir de la
consideracion de las desviaciones estandar inherentes en los valores medios de % de t. n. usados.

Figura 6. Localizacion del sitio de pegilacion mediante cartografia de péptidos.

Se sometié a interferon-p-1a pegilado y sin modificar a andlisis de cartografia de péptidos. Las muestras se
digirieron con lisil-endopeptidasa y se sometieron a HPLC de fase inversa en una columna C4. La columna se
desarrollé con un gradiente 0-70% de acetonitrilo en acido trifluoroacético del 0,1%. El eluido de la columna se
monitorizé a 214 nm. Panel a, interferén-B-1a sin modificar. Panel b, interferén--1a pegilado. Las flechas marcan la
posicion de elucion del péptido de lisil-endopeptidasa N-terminal de interferén-p-1a que contiene los residuos de
aminoacido 1-19.

Figura 7. Actividad antiviral de interferon-beta-1a conjugado y sin conjugar.

Se analizé la actividad de interferon-beta-1a o interferon-beta-1a PEGilado a las concentraciones indicadas en el eje
X en ensayos antivirales usando células de carcinoma de pulmoén (A549) humanas expuestas a virus de
encefalomiocarditis. Después de una incubacion de dos dias con virus, las células viables se tifieron con MTT, las
placas se leyeron a 450 nm y la absorbancia, que refleja la viabilidad celular, se muestra en el eje Y. Las
desviaciones estandar se muestran como barras de error. La concentracion de interferon-beta-1a o interferon-beta-
1a PEGilado que ofrecieron un 50% de destruccion viral (el "efecto citopatico del 50%") (50% de DOa4so maxima) fue
de alrededor de 11 pg/ml, y el efecto citopatico del 50% para interferon-beta-1a PEGilado fue de alrededor de 11

pg/ml.

Figura 8. Valoracion de la estabilizacion de los conjugados usando desnaturalizacion térmica.

Se calentd interferén-beta-1a PEGilado y control de interferén-beta-1a sin tratar en HEPES 20 mM de pH 7,5, NaCl
20 mM a una velocidad fija de 1 grado/minuto. Se siguid la desnaturalizacion monitorizando los cambios en la
absorbancia a 280 nm. (a) interferén-beta-1a sin modificar (b) interferén-beta-1a PEGilado.

Figura 9. Medidas de la actividad antiviral de interferén-beta en el plasma de ratones tratados con interferon-beta-1a
o interferon-beta-1a PEGilado.

Se inyecto de forma iv a los ratones 50.000 unidades de interferén-beta-1a o 50.000 unidades de interferén-beta-1a
pegilado (que contenia PEG 20K). La sangre de estos ratones se obtiene por medio de extracciones retroorbitales
en diversos momentos después de la inyeccion de interferén, como se indica en el eje X. Hay al menos 3 ratones a
los que se les extrajo sangre en cada punto de tiempo, y se prepara el plasma y se congela hasta que se analiza la
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actividad de interferon-beta de ese momento en andlisis antivirales usando células de carcinoma de pulmén (A549)
humanas expuestas a virus de encefalomiocarditis. Las células viables se tifieron con una disolucion de MTT, las
placas se leyeron a 450 nm para determinar la absorbancia que refleja la viabilidad celular y la actividad de
interferon-beta. Se generaron curvas estandar para cada placa usando interferon-beta-1a y se usaron para
determinar la cantidad de actividad de interferon-beta en cada muestra. Se muestran los datos de los animales
individuales.

Figura 10. Secuencia de ADN completa del gen de interferén beta marcado con histidina y su producto proteico.

Se muestran las secuencias completas de ADN (SEQ ID N°: 1) y de la proteina (SEQ ID N°: 2) de interferén-beta-1a
marcado con histidina. La secuencia sefial VCAM-1 escindida deja 3 residuos amino-terminales (SerGlyGly) en
direccion del extremo N-terminal de la sefal de histidina (Hiss, posiciones 4-9). La secuencia ligadora de
enteroquinasa (AspAspAspAsplLys) esta separada de la sefial de histidina por un espaciador (posiciones 10-12,
SerSerGly). La secuencia proteica de IFN-beta-1a natural abarca las posiciones (Met18-Asn183).

Descripcion detallada de la invencién
Definiciones

Como se usa aqui, la expresion "acoplado de forma covalente" significa que los restos especificados estan unidos de
forma covalente directamente entre si, o si no, estan unidos de forma covalente indirectamente entre si por medio de
un resto o restos intermedios, tales como un resto o restos que actian de puente, espaciador o union.

Interferon: Un "interferon" (también denominado "IFN") es un polipéptido de cadena Unica pequefio y especifico de
especie, producido por células mamiferas en respuesta a la exposicion a una diversidad de inductores, tales como
virus, polipéptidos, mitégenos. El interferén usado en la invencion es un interferén-beta humano glicosilado que esta
glicosilado en el residuo 80 (Asn 80) y que se obtiene preferiblemente por medio de técnicas de ADN recombinante.
Este interferon-beta glicosilado preferido se llama "interferon-beta-1a" o "IFN-beta-1a" o "IFN--1a" o "interferon beta
1a" o "interferén-p-1a", todos usados de forma intercambiable. La expresién "interferén-beta-1a" también pretende
abarcar sus mutantes (p.ej., Ejemplo 1), con tal que tales mutantes también estén glicosilados en el residuo 80 (Asn
80). Se conocen métodos de ADN recombinante para producir proteinas, que incluyen interferones. Véase, por
ejemplo, las patentes de EE.UU. 4.399.216, 5.149.636, 5.179.017 (Axel et al) y 4.470.461 (Kaufman).

Los polinucledtidos de interferon-beta-1a preferidos que se pueden usar en los presentes métodos de la invencion se
derivan de las secuencias génicas de interferon beta de tipo natural de diversos vertebrados, preferiblemente
mamiferos, y se obtienen usando métodos que son bien conocidos para aquellos que tienen una experiencia
habitual en la técnica, tales como los métodos descritos en las siguientes patentes de EE.UU.: patente de EE.UU.
5.641.656 (expedida el 24 de jun. de 1997: ADN que codifica proproteina de interferon de tipo | aviar e interferén de
tipo | aviar maduro), patente de EE.UU. 5.605.688 (25 de feb. de 1997: interferones de tipo | recombinantes de perro
y caballo); patente de EE.UU. 5.231.176 (27 de jul. de 1993, molécula de ADN que codifica un interferon de
leucocitos humanos); patente de EE.UU. 5.071.761 (10 de dic. de 1991, secuencia de ADN que codifica sub-
secuencias de interferones linfoblastoides humanos LylFN-alfa-2 y LylFN-alfa-3); patente de EE.UU. 4.970.161 (13
de nov. de 1990, secuencia de ADN que codifica interferon-gamma humano); patente de EE.UU. 4.738.931 (19 de
abr. de 1988, ADN que contiene un gen de interferon beta humano); patente de EE.UU. 4.695.543 (22 de sep. de
1987, gen de alfa-interferon Gx-1 humano) y patente de EE.UU. 4.456.748 (26 de jun. de 1984, ADN que codifica
sub-secuencias de interferones diferentes y naturales de leucocitos).

Los mutantes de interferén-beta-1a se pueden usar de acuerdo con esta invencién. Las mutaciones se desarrollan
usando métodos convencionales de mutagénesis dirigida, conocidos para aquellos de experiencia habitual en la
técnica. Ademas, la descripcidon proporciona polinucleétidos de interferon-beta-1a funcionalmente equivalentes que
codifican polipéptidos de interferén-beta-1a funcionalmente equivalentes.

Un primer polinucleétido que codifica interferon-beta-1a es "funcionalmente equivalente” comparado con un segundo
polinucleétido que codifica interferon-beta-1a si satisface al menos una de las siguientes condiciones:

(a) el "equivalente funcional" es un primer polinucleétido que hibrida con el segundo polinucleétido en condiciones de
hibridacién estandar y/o es degenerado para la primera secuencia polinucleotidica. Lo mas preferiblemente, codifica
un interferén mutante que tiene la actividad de un interferén-beta-1a;

(b) el "equivalente funcional" es un primer polinucleétido que codifica la expresion de una secuencia de aminoacidos
codificada por el segundo polinucleoétido.

En resumen, el término "interferén" incluye los agentes enumerados anteriormente, asi como sus equivalentes
funcionales. Como se usa aqui, la expresion "equivalente funcional", por lo tanto, se refiere a una proteina de
interferon-beta-1a o a un polinucleétido que codifica la proteina de interferén-beta-1a que tiene el mismo efecto
beneficioso o un efecto beneficioso mejorado sobre el receptor mamifero respecto del interferén del que se juzga
que es un equivalente funcional. Como apreciara alguien de experiencia habitual en la técnica, una proteina
funcionalmente equivalente se puede producir mediante técnicas recombinantes, p.ej., expresando un "ADN
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funcionalmente equivalente". Por lo tanto, la presente invencion abarca proteinas de interferon-beta-1a codificadas
por ADNs naturales, asi como por ADNs que no se dan de forma natural, que codifican la misma proteina codificada
por el ADN natural. Debido a la degeneracion de las secuencias nucleotidicas codificantes, se pueden usar otros
polinucledtidos para codificar interferon-beta-1a. Estos incluyen todas las secuencias anteriores o partes de éstas,
que se alteran por la sustitucion de diferentes cédones que codifican el mismo residuo de aminoacido dentro de la
secuencia, lo que produce un cambio sinénimo. Tales secuencias alteradas se consideran como equivalentes de
estas secuencias. Por ejemplo, Phe (F) se codifica mediante dos cédones, TTC o TTT, Tyr (Y) se codifica mediante
TAC o TAT e His (H) se codifica mediante CAC o CAT. Por otra parte, Trp (W) se codifica mediante un unico codén,
TGG. Por lo tanto, se apreciara que para una secuencia de ADN dada que codifica un interferén particular existiran
muchas secuencias degeneradas de ADN que lo codificaran. Estas secuencias de ADN degeneradas se consideran
dentro del alcance de esta descripcion.

"Fusion": Se refiere a una unién colineal de dos o mas proteinas o sus fragmentos por medio de sus esqueletos
peptidicos individuales a través de la expresion genética de una molécula polinucleotidica que codifica esas
proteinas. Se prefiere que las proteinas o sus fragmentos sean de diferentes fuentes. Asi, las proteinas de fusion
preferidas incluyen una proteina de interferon-beta-1a o un fragmento conectado de forma covalente a un segundo
resto que no es un interferén. Especificamente, una "fusion interferon-beta-1a/lg" es una proteina que comprende
una molécula de interferén-beta-1a de la invencion, o un fragmento suyo, conectado a un extremo N-terminal de una
cadena de inmunoglobulina, en la que una parte del extremo N-terminal de la inmunoglobulina esta sustituida con el
interferon-beta-1a.

"Recombinante”, como se usa aqui, significa que una proteina se obtiene de sistemas de expresion recombinantes
mamiferos. La proteina expresada de la mayoria de los cultivos bacterianos, p.ej. E. coli, carecera de glicano, por lo
tanto no se prefieren estos sistemas la expresion. La proteina expresada en levadura puede tener estructuras
oligosacaridas que son diferentes de las que se expresan en células mamiferas.

"Biologicamente activo", como se usa a lo largo de la memoria descriptiva como una caracteristica de interferén-beta
1a, significa que una molécula particular comparte una homologia de secuencia de aminoacidos suficiente con las
realizaciones de la presente invencion descritas aqui para ser capaz de mostrar actividad antiviral como se mide en
un analisis antiviral in vitro del tipo mostrado en el Ejemplo 1 (véase mas adelante).

Una "composicion terapéutica”, como se usa aqui, se define por comprender las proteinas de la invencion y otros
ingredientes fisioldgicamente compatibles. La composicién terapéutica puede contener excipientes tales como agua,
minerales y vehiculos tales como proteina.

Una "cantidad eficaz" de un agente de la invencion es la cantidad que produce un resultado o ejerce una influencia
en el trastorno particular que se esta tratando.

"Aminoacido": Una unidad monomérica de un péptido, polipéptido o proteina. Hay veinte aminoacidos que se
encuentran en péptidos, polipéptidos y proteinas naturales, todos los cuales son isémeros L. El término también
incluye los analogos de los aminoacidos y los isémeros D de los aminoacidos proteicos y sus analogos.

Un aminoacido "derivado" es un aminoacido natural o no natural en el que la cadena lateral o grupo terminal normal
esta modificado mediante reaccion quimica. Tales modificaciones incluyen, por ejemplo, gamma-carboxilacion, beta-
carboxilacion, sulfatacion, sulfonacion, fosforilacion, amidacion, esterificacion, N-acetilaciéon, carbobencilacion,
tosilacion y otras modificaciones conocidas en la técnica. Un "polipéptido derivado" es un polipéptido que contiene
uno o mas aminodacidos derivados.

"Proteina": Cualquier polimero que consiste esencialmente en cualquiera de los 20 aminoacidos. Aunque
"polipéptido" se usa a menudo refiriéndose a polipéptidos relativamente grandes, y "péptido" se usa a menudo
refiriéndose a polipéptidos pequefios, el uso de estos términos en la técnica se solapa y es variado. El término
"proteina”, como se usa aqui, se refiere a péptidos, proteinas y polipéptidos, a menos que se indique de otra forma.

"Mutante™: Cualquier cambio en el material genético de un organismo, en particular cualquier cambio (es decir,
delecion, sustitucion, adicion o alteracion) en una secuencia polinucleotidica de tipo natural o cualquier cambio en
una proteina de tipo natural. El término "muteina" se usa de forma intercambiable con "mutante”.

"Tipo natural": La secuencia polinucleotidica natural de un exdén de una proteina, o de una porcién suya, o una
secuencia proteica, 0 una porcion suya, respectivamente, como existe normalmente in vivo.

"Condiciones de hibridacién estandar": Las condiciones idnicas y de temperatura sustancialmente equivalentes a 0,5
x SCC a alrededor de 5 x SSC y 65°C para hibridacion y lavado. La expresion "condiciones de hibridacion estandar”,
como se usa aqui, por tanto, es una definicion operacional y abarca un intervalo de condiciones de hibridacion. Las
condiciones de rigurosidad superiores pueden incluir, por ejemplo, hibridar con tampén de cribado en placa (0,2% de
polivinilpirrolidona, 0,2% de Ficoll 400; 0,2% de albumina de suero bovino, Tris-HCI 50 mM (pH 7,5); NaCl 1 mM;
0,1% de pirofosfato sédico; 1% de SDS); 10% de sulfato de dextrano, y 100 yg/ml de ADN de esperma de salmoén
desnaturalizado y sonicado a 65°C durante 12-20 horas, y lavar con NaCl 75 mM/citrato sédico 7,5 mM (0,5 x
SCC)/1% de SDS a 65°C. Las condiciones de rigurosidad inferiores pueden incluir, por ejemplo, hibridar con tampoén
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de cribado en placa, 10% de sulfato de dextrano y 110 yg/ml de ADN de esperma de salmon desnaturalizado y
sonicado a 55°C durante 12-20 horas, y lavar con NaCl 300 mM/citrato soédico 30 mM (2,0 x SCC)/1% de SDS a
55°C. Véase también Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc. Nueva York, secciones 6.3.1-
6.3.6, (1989).

"Secuencia de control de expresion": Una secuencia de polinucleétidos que controla y regula la expresion de genes
cuando se une de forma operable a esos genes.

"Unido de forma operable™: Una secuencia polinucleotidica (ADN, ARN) esta unida de forma operable a una
secuencia de control de expresiéon cuando la secuencia de control de expresion controla y regula la transcripcion y
traduccion de esa secuencia polinucleotidica. La expresion "unido de forma operable" incluye tener una sefal de
inicio apropiada (p.ej., ATG) delante de la secuencia polinucleotidica a expresar, y mantener el marco de lectura
correcto para permitir la expresion de la secuencia polinucleotidica bajo el control de la secuencia de control de
expresion y la produccion del polipéptido deseado codificado por la secuencia polinucleotidica.

"Vector de expresion": Un polinucleétido, tal como un plasmido de ADN o un fago (entre otros ejemplos comunes)
que permite la expresion de al menos un gen cuando el vector de expresion se introduce en una célula hospedadora.
El vector puede o no ser capaz de replicarse en una célula.

"Aislado" (usado de forma intercambiable con "sustancialmente puro"): Cuando se aplica a acidos nucleicos, es
decir, secuencias polinucleotidicas, que codifican polipéptidos, significa un polinucleétido de ARN o ADN, porcion de
polinucledtidos genémicos, cADN o polinucledtido sintético que, debido a su origen o manipulacion: (i) no esta
asociado con la totalidad de un polinucleétido con el que esta asociado en la naturaleza (p.ej., esta presente en una
célula hospedadora como un vector de expresion, o una porcidon suya); o (ii) esta unido a un acido nucleico u otro
resto quimico distinto de al que esta unido en la naturaleza; o (iii) no se da en la naturaleza. Por "aislado" se quiere
decir ademas una secuencia polinucleotidica que: (i) se amplifica in vitro mediante, por ejemplo, reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR); (ii) se sintetiza quimicamente; (iii) se produce de forma recombinante mediante clonado; o
(iv) se purifica, mediante escision y separacion en gel.

Asi, "acido nucleico sustancialmente puro" es un acido nucleico que no esta inmediatamente contiguo con una o
ambas secuencias codificantes con las que esta normalmente contiguo en el genoma natural del organismo del que
procede el acido nucleico. EI ADN sustancialmente puro también incluye un ADN recombinante que es parte de un
gen hibrido que codifica secuencias adicionales.

"Aislado" (usado de forma intercambiable con "sustancialmente puro"): Cuando se aplica a polipéptidos significa un
polipéptido o una porcién suya que, debido a su origen o manipulacion: (i) esta presente en una célula hospedadora
como el producto de expresién de una porcion de un vector de expresion; o (ii) esta unido a una proteina u otro resto
quimico distinto de al que esta unido en la naturaleza; o (iii) no se da en la naturaleza. Por "aislado" se quiere decir
ademas una proteina que: (i) se sintetiza quimicamente; o (ii) se expresa en una célula hospedadora y se purifica de
las proteinas asociadas. El término significa generalmente un polipéptido que se ha separado de otras proteinas y
acidos nucleicos con los que se da de forma natural. Preferiblemente, el polipéptido también se separa de sustancias
tales como anticuerpos o matrices de gel (poliacrilamida) que se usan para purificarlo.

"Promotor heterélogo": Como se usa aqui, es un promotor que no esta asociado de forma natural con un gen o con
un acido nucleico purificado.

"Homodlogo": Como se usa aqui, es sindénimo del término "identidad", y se refiere a la similitud de secuencia entre
dos polipéptidos, moléculas o entre dos acidos nucleicos. Cuando una posicién en las dos secuencias comparadas
esta ocupada por la misma base o subunidad monémera de aminoacido (por ejemplo, si una posicion en las dos
moléculas de ADN esta ocupada por adenina, o una posicion en los dos polipéptidos esta ocupada por una lisina),
entonces las moléculas respectivas son homdlogas en esa posicion. El porcentaje de homologia entre las dos
secuencias es una funcion del numero de coincidencias o posiciones homdlogas compartidas por las dos secuencias
dividido por el nimero de posiciones comparadas x 100. Por ejemplo, si 6 de 10 de las posiciones en dos
secuencias son coincidentes o son homodlogas, entonces las dos secuencias son homologas en un 60%. Como
ejemplo, las secuencias de ADN CTGACT y CAGGTT comparten un 50% de homologia (3 de las 6 posiciones
totales son coincidentes). En general, se hace una comparacion cuando dos secuencias estan alineadas para dar
una homologia maxima. Tal alineacion se puede proporcionar usando, por ejemplo, el método de Needleman et al.,
J. Mol. Biol. 48: 443-453 (1970), implementado convenientemente mediante programas informaticos tales como el
programa Align (DNAstar, Inc.). Las secuencias homodlogas comparten residuos de aminoacidos idénticos o
similares, en las que los residuos similares son sustituciones conservativas, o "mutaciones puntuales permitidas”, de
los residuos de aminoacidos correspondientes en una secuencia de referencia alineada. A este respecto, una
"sustituciéon conservativa" de un residuo en una secuencia de referencia son aquellas sustituciones que son
fisicamente o funcionalmente similares a los residuos de referencia correspondientes, p.ej., que tienen similar
tamafio, forma, carga eléctrica, propiedades quimicas, que incluyen la capacidad de formar enlaces covalentes o de
hidrégeno, o similares. Las sustituciones conservativas particularmente preferidas son las que cumplen los criterios
definidos para una "mutacion puntual aceptada" en Dayhoff et al., 5: Atlas of Protein Sequence and Structure, 5:
supl. 3, capitulo 22: 354-352, Nat. Biomed. Res. Foundation, Washington, D.C. (1978).
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Las expresiones "secuencia polinucleotidica" y "secuencia nucleotidica" se usan también de forma intercambiable
aqui.

"Angiogénesis" y "neovascularizacién" significan, en su sentido mas amplio, la formaciéon de vasos sanguineos
nuevos. En particular, la angiogénesis también se refiere a la formacion de vasos sanguineos nuevos en la
localizacién de un tumor.

"IFNAR2", "IFNAR1", "IFNAR1/2" se refieren a las proteinas que se sabe que componen el receptor de interferén de
tipo | de superficie celular. La parte extracelular (ectodominio) de la cadena IFNAR2 sola puede unir interferén alfa o
beta.

La practica de la presente invencion empleara, a menos que se indique de otra forma, técnicas convencionales de
biologia celular, cultivo celular, biologia molecular, microbiologia, ADN recombinante, quimica de proteinas e
inmunologia, las cuales estan dentro de la experiencia en la técnica. Tales técnicas se describen en la bibliografia.
Véase, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicién. (Sambrook, Fritsch y Maniatis, eds.), Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1989; DNA Cloning, volumenes | y Il (D.N. Glover, ed.), 1985; Oligonucleotide
Synthesis, (M.J. Gait, ed.), 1984; patente de EE.UU. n° 4.683.195 (Mullis et al.); Nucleic Acid Hybridization (B.D.
Hames y S.J. Higgins, eds.), 1984; Transcription and Translation (B.D. Hames y S.J. Higgins, eds.), 1984; Culture of
Animal Cells (R.l. Freshney, ed). Alan R. Liss, Inc., 1987; Immobilized Cells and Enzymes, IRL Press, 1986; A
Practical Guide to Molecular Cloning (B. Perbal), 1984; Methods in Enzymology, volimenes 154 y 155 (Wu et al.,
eds), Academic Press, Nueva York; Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (J.H. Miller y M.P. Calos, eds.),
1987, Cold Spring Harbor Laboratory; Immunochemical Methods in Cell and Molecular Biology (Mayer y Walker,
eds.), Academic Press, Londres, 1987; Handbook of Experiment Immunology, volimenes I-IV (D.M. Weir y C.C.
Blackwell, eds.), 1986; Manipulating the Mouse Embryo, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1986.

El interferén-beta

El interferon-beta-1a es util como agente para el tratamiento, remisiéon o atenuacion de una enfermedad, trastorno
fisiolégico, sintomas o factores etioldgicos, o para su evaluacion o diagnéstico. La expresion también se refiere a
interferon-beta-1a que es parte de una proteina de fusion, tal como una proteina de fusion inmunoglobulina-
interferon-beta-1a. La preparacion de proteinas de fusion en general esta dentro del conocimiento de las personas
que tienen una experiencia habitual en la técnica.

Se ha(n) descubierto sitio(s) Unico(s) para la unién de polimero que no destruiria(n) la funcién de interferén-beta-1a.
Ademas, se han usado métodos de mutagénesis dirigida para investigar de forma independiente sitio(s) para la
union de polimero (véase el Ejemplo 1). Brevemente, se ha emprendido un analisis mutacional de interferén-beta-1a
humano con el propésito de cartografiar los residuos necesarios para la actividad y la unién a receptor. La
disponibilidad de la estructura cristalina en 3D del interferon-beta-1a humano (véase anteriormente y el Ejemplo 1)
permite identificar, para sustituciones con alanina (o serina), los residuos expuestos al disolvente disponibles para
las interacciones con el receptor de interferén beta, y mantener los aminoacidos implicados en los enlaces
intramoleculares. Se disefid un panel de quince mutaciones de barrido de alaninas que sustituyeron entre dos y ocho
residuos a lo largo de distintas regiones de cada una de las hélices (A, B, C, D, E) y giros (AB1, AB2, AB3, CD1,
CD2, DE1, DE2) de interferon-beta-1a. Véase el Ejemplo 1.

Se incluy6 una sefal de histidina amino-terminal (sefial "his") para la purificacién por afinidad de los mutantes
expresados en células mamiferas (Figura 10 y SEQ ID N°: 1y 2 para el cADN y las secuencias de aminoacidos
deducidas, respectivamente). Las consecuencias funcionales de estas mutaciones se analizan en ensayos
antivirales y de antiproliferacion. Se desarrollé un ensayo de union sin radiactividad para analizar la union de estos
mutantes al receptor de superficie celular de interferén beta (receptor de superficie celular IFNAR1/2). Ademas, se
usO un analisis basado en ELISA que emplea una proteina de fusion de ectodominio de IFNARZ2/Ig para unir
interferén para cartografiar las interacciones de las superficies entre interferon-beta-1a e IFNAR2 (véase el Ejemplo
1). Estos analisis mutacionales demostraron que los extremos N- y C-terminales se encuentran en una porcion de la
molécula de interferén-beta que no es importante para la unidn a receptor o la funcién bioldgica.

Los mutantes son variantes adicionales del resto de interferén beta 1a de la invencidén que pueden ser
particularmente Utiles, ya que exhiben propiedades nuevas que no se hallan en el interferon-beta-1a de tipo natural
(véase el Ejemplo 1). Se han identificado tres tipos de efectos que se causaron mediante mutagénesis dirigida. Estos
efectos pueden ser ventajosos para el desarrollo de farmacos de interferédn en ciertas circunstancias. Los tres tipos
de efectos son los siguientes: (a) mutantes con actividad antiviral superior que la del interferon-beta-1a de tipo
natural marcado con his (p.ej., mutante C1); (b) mutantes que exhiben actividad tanto en ensayos antivirales como
de antiproliferacion, pero para los que la actividad de antiproliferacion es desproporcionadamente baja con respecto
a la actividad antiviral, comparado con el interferén-beta-1a de tipo natural marcado con his (p.ej., mutantes C1,D y
DE1); y (c) antagonistas funcionales (p.ej., A1, B2, CD2 y DE1), que muestran actividades antivirales y
antiproliferativas que son desproporcionadamente bajas con respecto a la unién a receptor, comparadas con
interferén-beta-1a de tipo natural marcado con his.

El resto de polimero
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En la presente invencion, se emplea una Unica molécula de polimero que comprende un resto de polialquilenglicol
para la conjugacion con el extremo N-terminal de un interferon-beta 1a. Las composiciones de interferén-beta 1a
conjugado de la invencion pueden tener utilidad tanto en aplicaciones in vivo como in vitro. Ademas, se reconocera
que el polimero de conjugacion puede utilizar otros grupos, restos u otras especies conjugadas, segun sea
apropiado para la aplicaciéon final. A modo de ejemplo, puede ser Util en algunas aplicaciones unir de forma
covalente al polimero un resto funcional que confiera resistencia a la degradacion UV, o antioxidacion, u otras
propiedades o caracteristicas al polimero. Como ejemplo adicional, puede ser ventajoso en algunas aplicaciones
modificar el polimero para hacerlo de caracter reactivo o entrecruzable, para potenciar diversas propiedades o
caracteristicas del material conjugado en su conjunto. Por lo tanto, el polimero puede contener cualquier funcion,
grupos repetitivos, uniones u otras estructuras constituyentes que no impiden la eficacia de la composicion de
interferon-beta 1a conjugado para su propésito deseado. Otros objetivos y ventajas de la presente invencion seran
aparentes de forma mas completa a partir de la subsiguiente descripcion y las reivindicaciones adjuntas.

Los polimeros ilustrativos que se pueden emplear de forma util para alcanzar estas caracteristicas deseables se
describen aqui mas adelante en los esquemas de reaccion ejemplares. En las aplicaciones de péptidos unidos de
forma covalente, el polimero se puede modificar y después se puede acoplar a aminoacido(s) de el/los péptido(s)
para formar enlaces labiles.

El interferén-beta-1a se conjuga de forma mas preferible por medio de un grupo reactivo terminal del polimero,
aunque las conjugaciones también se pueden ramificar desde los grupos reactivos que no son terminales. El
polimero con elllos grupo(s) reactivo(s) se designa aqui como "polimero activado”. El grupo reactivo reacciona de
forma selectiva con los grupos amino libres del extremo N-terminal de la proteina. El polimero activado se hace
reaccionar de forma que la unién se da en el grupo amino N-terminal de interferon-beta-1a.

En general, se emplean de alrededor de 1,0 a alrededor de 10 moles de polimero activado por mol de proteina,
dependiendo de la concentracién de proteina. La cantidad final es un equilibrio entre maximizar el alcance de la
reaccion a la vez que se minimizan las modificaciones inespecificas del producto y, al mismo tiempo, definir las
propiedades quimicas que mantendran una actividad éptima, mientras al mismo tiempo se optimiza, si es posible, la
semivida de la proteina. Preferiblemente, al menos se conserva alrededor del 50% de la actividad bioldgica de la
proteina, y lo mas preferiblemente se conserva el 100%.

Las reacciones pueden tener lugar mediante cualquier método adecuado usado para hacer reaccionar materiales
bioldgicamente activos con polimeros inertes, preferiblemente a alrededor de pH 5-7 porque los grupos reactivos
estan en el grupo alfa amino en el extremo N-terminal. En general, el proceso implica preparar un polimero activado
(que puede tener al menos un grupo hidroxilo terminal) y posteriormente hacer reaccionar la proteina con el polimero
activado para producir la proteina soluble adecuada para la formulacion. La reaccién de modificacién anterior se
puede realizar mediante varios métodos, que pueden implicar una o mas etapas.

Como se mencion6 anteriormente, las realizaciones de la invencion utilizan el extremo N-terminal de interferon-beta-
1a como union al polimero. Hay disponibles métodos adecuados para obtener de forma selectiva un interferon-beta-
1a modificado de forma N-terminal como se menciona en las reivindicaciones, en donde el polimero se acopla al
interferon-beta-1a por medio de una unién obtenible mediante alquilacion reductora. Un método se ejemplifica
mediante un método de alquilacion reductora que explota la reactividad diferencial de diferentes tipos de grupos
amino primarios (los grupos épsilon amino de la lisina respecto de los grupos amino de la metionina N-terminal)
disponibles para la modificaciéon de interferén-beta-1a. En las condiciones de seleccién apropiadas, se puede
conseguir la modificacion sustancialmente selectiva de interferén-beta-1a en su extremo N-terminal con un polimero
que contiene un grupo carbonilo. La reaccion se realiza a un pH que permite aprovechar la ventaja de las diferencias
de pKa entre los grupos épsilon-amino de los residuos de lisina y la del grupo alfa-amino del residuo del extremo N-
terminal de interferén-beta-1a. Este tipo de procedimiento quimico es bien conocido para las personas de
experiencia habitual en la técnica.

Se us6 un esquema la reaccion en el que esta selectividad se mantiene llevando a cabo las reacciones a pH bajo
(en general 5-6) en condiciones en las que un polimero PEG-aldehido se hace reaccionar con interferén-beta-1a en
presencia de cianoborohidruro sédico. Esto da como resultado, después de la purificacién del PEG-interferén-beta-
1a y analisis con SDS-PAGE, espectrometria de masas MALDI y secuenciacion/cartografia de péptidos, un
interferon-beta-1a cuyo extremo N-terminal esta marcado especificamente por el resto PEG.

La estructura cristalina de interferon-beta-1a es tal que los extremos N- y C-terminales estan localizados cerca el uno
del otro (véase Karpusas et al., 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. 94: 11813-11818). Asi, las modificaciones del extremo
C-terminal del interferon-beta-1a también deberian tener un efecto minimo sobre la actividad. Aunque no hay una
estrategia quimica simple para dirigir un polimero de polialquilenglicol tal como PEG hacia el extremo C-terminal,
seria sencillo modificar mediante ingenieria genética un sitio que se pudiese usar para dirigir el resto de polimero.
Por ejemplo, la incorporacion de una Cys en un sitio que esta en el extremo C-terminal o cerca de él permitiria la
modificacion especifica usando un polialquilenglicol (p.ej., PEG) activado con maleimida, vinilsulfona o haloacetato.
Estos derivados se pueden usar especificamente para la modificacion de las cisteinas alteradas mediante ingenieria
genética debido a la elevada selectividad de estos reactivos por Cys. Otras estrategias, tales como la incorporacion
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de una sefial de histidina que puede ser reconocida (Fancy el al., (1996) Chem. & Biol. 3: 551) o un sitio de
glicosilacion adicional, representan otras alternativas para modificar el extremo C-terminal de interferon-beta-1a.

El glicano del interferon-beta-1a esta también en una posicion que permitiria la modificacion adicional sin alterar la
actividad. Los métodos para marcar hidratos de carbono como sitios para la modificacion quimica también se
conocen bien, y por lo tanto es probable que se pueda afiadir un polimero de polialquilenglicol directamente y
especificamente a hidratos de carbono del interferén-beta-1a que se han activado por medio de oxidacién. Por
ejemplo, se puede generar un polietilenglicol-hidrazida, que forma uniones hidrazona relativamente estables
mediante condensacion con aldehidos y cetonas. Esta propiedad se ha usado para la modificacion de proteinas por
medio de uniones de oligosacaridos oxidados. Véase Andresz, H. et al., (1978), Makromol. Chem. 179: 301. En
particular, el tratamiento con PEG-hidrazida de carboximetilo con nitrito produce PEG-azida de carboximetilo, que es
un grupo electréfilo reactivo hacia grupos amino. Esta reaccion se puede usar para preparar también proteinas
modificadas con polialquilenglicol. Véanse las patentes de EE.UU. 4.101.380 y 4.179.337.

Se ha descubierto previamente que el procedimiento quimico con ligador de tiol podria facilitar adicionalmente la
reticulacion de proteinas. En particular, se generaron multimeros homotipicos de LFA-3 y CD4 usando un
procedimiento tal como generar aldehidos reactivos en restos de hidratos de carbono con peryodato sédico, formar
conjugados de cistamina por medio de los aldehidos e introducir reticulacién por medio de los grupos tiol de las
cistaminas. Véase Pepinsky, B. et al., (1991), J. Biol. Chem., 266: 18244-18249 y Chen, L.L. et al., (1991) J. Biol.
Chem., 266: 18237-18243. Por lo tanto, se prevé que este tipo de procedimiento quimico también seria apropiado
para la modificaciéon con polimeros de polialquilenglicol en los que se incorpora un ligador en el hidrato de carbono y
el polimero de polialquilenglicol se une al ligador. Aunque los ligadores de aminotiol o que contienen hidrazina
permitiran la adiciéon de un Unico grupo polimérico, la estructura del ligador se puede variar de forma que se pueden
afiadir multiples polimeros y/o de forma que se cambia la orientacion espacial del polimero con respecto al
interferon-beta-1a. Como se expone en las reivindicaciones adjuntas, no obstante, el acoplamiento entre el
interferon-beta-1a y el polimero es obtenible mediante el uso de un método de alquilacion reductora.

En la practica de la presente invencion, se incorporan ventajosamente residuos de polialquilenglicol de alquil C1-C4
polialquilenglicoles, preferiblemente polietilenglicol (PEG), o residuos de poli(oxi)alquilenglicol de tales glicoles en los
sistemas poliméricos de interés. Asi, el polimero al que se une la proteina puede ser un homopolimero de
polietilenglicol (PEG) o es un poliol polioxietilado, con tal que en todos los casos el polimero sea hidrosoluble a
temperatura ambiente. Los polimeros usados en la presente invencion incluyen homopolimeros de poli(6xido de
alquileno), tales como PEG o polipropilenglicoles, glicoles polioxietilenados, sus copolimeros y sus copolimeros en
bloque, con tal que se mantenga la solubilidad en agua del copolimero en bloque. Los ejemplos de polioles
polioxietilados incluyen, por ejemplo, glicerol polioxietilado, sorbitol polioxietilado y glucosa polioxietilada. El
esqueleto de glicerol del glicerol polioxietilado es el mismo esqueleto que se da de forma natural en, por ejemplo,
animales y humanos en los mono-, di-, y triglicéridos. Por lo tanto, esta ramificacion no se veria necesariamente
como un agente extrafio en el cuerpo.

El polimero no necesita tener un peso molecular particular, pero se prefiere que el peso molecular esté entre
alrededor de 300 y alrededor de 100.000, mas preferiblemente entre 10.000 y 40.000. En particular, los tamafos de
20.000 o mas son los mejores para prevenir la pérdida de proteina debida a la filtracion en los rifiones.

La formacion de derivados de polialquilenglicol tiene varias propiedades ventajosas en la formulacion de conjugados
de polimero-interferén-beta 1a en la practica de la presente invencion, asociadas con las siguientes propiedades de
los derivados de polialquilenglicol: mejora de la solubilidad en agua, mientras al mismo tiempo no se provoca
respuesta antigénica o inmundgena; grado elevado de biocompatibilidad; ausencia de biodegradacion in vivo de los
derivados de polialquilenglicol; y facilidad de excrecion por organismos vivos.

Ademas, en otro aspecto de la invencién, se puede utilizar interferén-beta 1a unido de forma covalente al
componente polimérico en el que la naturaleza de la conjugacion implica enlaces quimicos covalentes escindibles.
Esto permite el control desde el punto de vista del transcurso del tiempo a lo largo del cual el polimero se puede
escindir del interferon-beta 1a. Este enlace covalente entre el farmaco de interferén-beta-1a y el polimero se puede
escindir mediante reaccién quimica o enzimatica. El producto de polimero-interferon-beta-1a mantiene una cantidad
aceptable de actividad. Al mismo tiempo, hay presentes partes de polietilenglicol en el polimero de conjugacién para
dotar al conjugado de polimero-interferon-beta-1a de solubilidad en agua elevada y capacidad de circulacion
sanguinea prolongada. Como resultado de estas caracteristicas mejoradas, la invencién contempla la administracion
parenteral, nasal, y oral de tanto la especie de polimero-interferén-beta-1a activo como, después de la escision
hidrolitica, la biodisponibilidad del interferén-beta-1a per se, en aplicaciones in vivo.

La reaccion del polimero con el interferon-beta 1a para obtener los productos conjugados N-terminales se lleva a
cabo facilmente usando una amplia diversidad de esquemas de reaccion. La actividad y estabilidad de los
conjugados de interferon-beta-1a se puede variar de diversas formas, usando un polimero de tamafo molecular
diferente. Las solubilidades de los conjugados se pueden variar cambiando la proporcién y tamario del fragmento de
polietilenglicol incorporado en la composicion de polimero.

Utilidades
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La propiedad unica de los polimeros derivados de polialquilenglicol de valor para las aplicaciones terapéuticas de la
presente invencion es su biocompatibilidad general. Los polimeros tienen diversas propiedades de solubilidad en
agua y son atdéxicos. Se cree que no son inmundgenos ni antigénicos, y que no interfieren con las actividades
biolégicas del resto de interferén-beta-1a cuando se conjugan en las condiciones descritas aqui. Poseen una
circulacion prolongada en la sangre y se excretan facilmente de los organismos vivos.

Se ha descubierto que los productos de la presente invencién son Utiles para mantener la semivida del interferén-
beta 1a terapéutico, y se pueden preparar, por ejemplo, para la administracion terapéutica disolviéndolos en agua o
en un medio liquido aceptable. La administracién es por via parenteral, en aerosol u oral. Se pueden preparar
suspensiones coloidales finas para administracion parenteral para producir un efecto prolongado, o por la via oral,
mientras la formulacion en aerosol puede ser de naturaleza liquida o en polvo seco. En estado seco vy liofilizado o en
formulaciones en solucion, los conjugados de interferén-beta-1a-polimero de la presente invencion deberian tener
buena estabilidad de almacenamiento. La estabilidad térmica del interferon-beta-1a conjugado (Ejemplo 3) es
ventajosa en los procesos de formulacion en polvo que tienen una etapa de deshidratacion. Véase, p.ej., el
documento WO 95/31479 ("Métodos y composiciones para polvo seco de interferones").

Los conjugados terapéuticos de polimero de la presente invencion se pueden utilizar para la profilaxis o tratamiento
de cualquier trastorno o enfermedad para la que el constituyente de interferon-beta-1a es eficaz. Ademas, los
conjugados basados en polimero de la presente invencion se pueden utilizar en el diagndstico de constituyentes,
trastornos o enfermedades en sistemas o especimenes biolégicos, asi como para diagndstico en sistemas no
fisiologicos.

En el uso terapéutico, se trata a un sujeto animal que tiene o es susceptible de forma latente a tal(es) trastorno(s) o
enfermedad(es) y que necesita tal tratamiento, siguiendo un método que comprende administrar a tal animal una
cantidad eficaz de un conjugado de polimero de la presente invencidon que es terapéuticamente eficaz para dicho
trastorno o enfermedad. Los sujetos a tratar mediante los conjugados de polimero de la presente invencion incluyen
sujetos mamiferos, y, lo mas preferiblemente, sujetos humanos. Dependiendo del trastorno o enfermedad especifica
a combatir, se puede administrar a los sujetos animales conjugados de polimero de la invencién a cualquier dosis
adecuada terapéuticamente eficaz y segura, como se puede determinar facilmente dentro de la experiencia en la
técnica, y sin experimentacion excesiva. Debido a las barreras entre especies de los interferones de tipo |, puede ser
necesario generar conjugados de interferén-polimero como se describe aqui con los interferones de las especies
apropiadas.

La actividad antiproliferativa celular de interferén-beta-1a se conoce bien. En particular, ciertos conjugados de
polimero con interferén-beta-1a descritos aqui son Utiles para tratar tumores y canceres, tales como sarcoma
osteogénico, linfoma, leucemia linfocitica aguda, carcinoma de mama, melanoma y carcinoma nasofaringeo, asi
como trastornos autoinmunes, tales como fibrosis, lupus y esclerosis multiple. Se espera ademas que la actividad
antiviral exhibida por las proteinas conjugadas, en particular ciertos conjugados de las muteinas de interferon-beta-
1a descritos aqui, se puedan usar en el tratamiento de enfermedades virales, tales como infecciéon por ECM, gripe y
otras infecciones del tracto respiratorio, rabia, y hepatitis. También se espera que las actividades
inmunomoduladoras de interferén-beta-1a exhibidas por las proteinas conjugadas descritas aqui se puedan usar en
el tratamiento de enfermedades autoinmunes e inflamatorias, tales como fibrosis, esclerosis multiple. La capacidad
de los interferones para inhibir la formacion de vasos sanguineos nuevos (es decir, inhibir la angiogénesis y la
neovascularizacion) posibilita que los conjugados de la invencién se usen para tratar enfermedades angiogénicas,
tales como retinopatia diabética, retinopatia de la prematuridad, degeneracion macular, rechazo de injerto corneal,
glaucoma neovascular, fibroplasia retrolenticular, rubeosis y sindrome de Osler-Webber.

Ademas, la actividad antiendotelial de interferén se conoce desde hace tiempo, y un mecanismo potencial de la
accion del interferén puede ser interferir con la actividad de las células endoteliales inhibiendo la produccién o la
eficacia de los factores angiogénicos producidos por las células tumorales. Algunos tumores vasculares, tales como
hemangiomas, son particularmente sensibles al tratamiento con interferon. El tratamiento con interferén-alfa es el
Unico tratamiento documentado para esta enfermedad. Se espera que el tratamiento con los conjugados de
interferon-beta-1a de la invencion ofrecera beneficios farmacéuticos sustanciales en cuanto a farmacocinética y
farmacodinamica, ya que se espera que el conjugado permanezca en la vasculatura durante un periodo de tiempo
mas largo que los interferones sin conjugar, lo que lleva a una terapia mas eficaz y efectiva para uso como agente
anti-angiogénico. Véase el Ejemplo 8.

Los conjugados de polimero-interferén-beta-1a de la invencion se pueden administrar per se también en forma de
sales farmacéuticamente aceptables. En tales formulaciones farmacéuticas y de medicamentos, el interferon-beta-1a
se utiliza preferiblemente junto con uno o mas vehiculo(s) farmacéuticamente aceptable(s) y opcionalmente
cualquier otro ingrediente terapéutico. El/los vehiculo(s) debe(n) ser farmacéuticamente aceptable(s) en el sentido de
ser compatible(s) con los otros ingredientes de la formulacion, y no excesivamente perjudicial(es) para su receptor.
El interferédn-beta-1a se proporciona en una cantidad eficaz para conseguir el efecto farmacolégico deseado, como
se describid anteriormente, en una cantidad apropiada para conseguir la dosis diaria deseada.

Las formulaciones incluyen aquellas adecuadas para administracion parenteral asi como no parenteral, y las
modalidades de administracion especificas incluyen la administracion oral, rectal, bucal, topica, nasal, oftalmica,
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subcutanea, intramuscular, intravenosa, transdérmica, intratecal, intraarticular, intraarterial, subaracnoidea,
bronquial, linfatica, vaginal e intrauterina. Se prefieren las formulaciones adecuadas para administracion oral, nasal y
parenteral.

Cuando se utiliza el interferon-beta-1a en una formulacién que comprende una disolucion liquida, la formulacion se
puede administrar ventajosamente de forma oral o parenteral. Cuando se emplea el interferon-beta-1a en una
formulacién en suspensién liquida o como un polvo en una formulacién con un vehiculo biocompatible, la
formulacion se puede administrar ventajosamente de forma oral, rectal o bronquial.

Cuando se utiliza el interferén-beta-1a directamente en forma de un sélido pulverizado, el interferén-beta-1a se
puede administrar ventajosamente de forma oral. Alternativamente, se puede administrar de forma nasal o bronquial,
por medio de la nebulizaciéon del polvo en un gas portador, para formar una suspension gaseosa del polvo que es
inspirada por el paciente desde un circuito de respiracion que comprende un dispositivo nebulizador adecuado.

Las formulaciones que comprenden los conjugados de polimero de la presente invencion se pueden presentar de
forma conveniente en formas farmacéuticas unitarias, y se pueden preparar mediante cualquiera de los métodos
bien conocidos en la técnica farmacéutica. Tales métodos incluyen, en general, la etapa de asociar el/los
ingrediente(s) activo(s) con un vehiculo que constituye uno o mas ingredientes accesorios. Tipicamente, las
formulaciones se preparan asociando de forma uniforme e intima el/los ingrediente(s) activo(s) con un vehiculo
liquido, un vehiculo sdlido finamente dividido, o ambos, y después, si es necesario, dando forma al producto en
formas farmacéuticas de la formulacion deseada.

Las formulaciones de la presente invencion adecuadas para administracion oral se pueden presentar como unidades
discretas, tales como capsulas, sellos, comprimidos o pastillas, que contienen cada una la cantidad predeterminada
del ingrediente activo como polvo o granulos; o una suspension en un liquido acuoso o en un liquido no acuoso, tal
como un jarabe, un elixir, una emulsion, o una pocion.

Se puede hacer un comprimido mediante compresidn o moldeo, opcionalmente con uno o mas ingredientes
accesorios. Los comprimidos mediante compresion se pueden preparar comprimiendo en una maquina adecuada,
con el compuesto activo en una forma fluida tal como un polvo o granulos, que opcionalmente se mezcla con un
aglutinante, desintegrante, lubricante, diluyente inerte, agente tensoactivo o agente de descarga. Los comprimidos
moldeados que constan de una mezcla de los conjugados de polimero en polvo con un vehiculo adecuado se
pueden hacer moldeando en una maquina adecuada.

Se puede hacer un jarabe afiadiendo el compuesto activo a una disoluciéon acuosa concentrada de un hidrato de
carbono, por ejemplo sacarosa, a la que también se le puede afadir cualquier ingrediente(s) accesorio(s). Tal(es)
ingrediente(s) accesorio(s) puede(n) incluir aromatizantes, conservante adecuado, agentes para retrasar la
cristalizacion del hidrato de carbono, y agentes para incrementar la solubilidad de cualquier otro ingrediente, tal
como un alcohol polihidroxilico, por ejemplo glicerol o sorbitol.

Las formulaciones adecuadas para administracion parenteral comprenden convenientemente una preparacion
acuosa estéril del conjugado activo, que preferiblemente es isoténica con la sangre del receptor (p.€j., solucion
salina fisioldgica). Tales formulaciones pueden incluir agentes de suspension y agentes espesantes u otros sistemas
microparticulados que se disefian para dirigir al compuesto a componentes sanguineos o a uno o mas érganos. Las
formulaciones se pueden presentar en forma de dosis unitaria o de dosis multiple.

Las formulaciones de pulverizador nasal comprenden disoluciones acuosas purificadas del conjugado activo con
agentes conservantes y agentes isotonicos. Tales formulaciones se ajustan preferiblemente a un pH y a un estado
isoténico compatible con las membranas mucosas nasales.

Las formulaciones para administracion rectal se pueden presentar como un supositorio con un vehiculo adecuado,
tal como manteca de cacao, grasas hidrogenadas o acido graso carboxilico hidrogenado.

Las formulaciones oftalmicas, tales como gotas oculares, se preparan mediante un método similar al pulverizador
nasal, excepto que el pH y los factores isoténicos se ajustan preferiblemente para coincidir con los del ojo.

Las formulaciones tépicas comprenden los conjugados de la invencion disueltos o suspendidos en uno o mas
medios, tales como aceite mineral, petréleo, alcoholes polihidroxilicos, u otras bases usadas para formulaciones
farmacéuticas tépicas.

Ademas de los ingredientes anteriormente mencionados, las formulaciones de esta invencién pueden incluir ademas
uno o mas ingrediente(s) accesorio(s) seleccionados de disolventes, tampones, agentes aromatizantes,
desintegrantes, agentes tensoactivos, espesantes, lubricantes, conservantes (que incluyen antioxidantes).

Por lo tanto, la presente invencion contempla la provisién de polimeros adecuados para la estabilizacién in vitro de
interferén-beta 1a en disolucién, como una aplicacién ilustrativa preferida de aplicacién no terapéutica. Los polimeros
se pueden emplear, por ejemplo, para incrementar la estabilidad térmica y la resistencia a la degradacion enzimatica
del interferén-beta 1a. El aumento de la estabilidad térmica caracteristica del interferon-beta-1a por medio de la
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conjugacion en la manera de la presente invencion proporciona un medio para mejorar la duracion de almacenado,
la estabilidad a temperatura ambiente y la solidez de los reactivos y equipos de investigacion.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar la presente invencion. En particular, se entendera que los
experimentos in vivo con animales descritos en la presente memoria se pueden variar de forma que sean posibles
otras modificaciones y variaciones de la metodologia basica. Por ejemplo, en el Ejemplo 5, un experto en la técnica
podria usar otros ensayos de neopterina o podria alterar el nimero y el tipo de primates usados. Se debe considerar
que estas modificaciones y variaciones de los Ejemplos se hallan dentro del espiritu y del alcance de la invencion.

Ejemplo 1: Estudios de estructura/actividad de interferén-beta-1a humano usando mutaciones por sustitucién con
alanina/serina: Andlisis de los sitios de union a receptor y de los dominios funcionales

A.  Visién de conjunto

Se emprendié un anadlisis mutacional extensivo de interferén-beta-1a (IFN-beta-1a) humano con objeto de
cartografiar los residuos necesarios para la actividad y la uniéon a receptor. La disponibilidad de la estructura
cristalina en 3D de IFN-beta humano (Karpusas, M. et al., 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. 94: 11813-11818) permitid
identificar para las sustituciones con alanina (o serina) los residuos expuestos al disolvente disponibles para las
interacciones con el receptor, y mantener los aminoacidos implicados en los enlaces intramoleculares. Se disefié un
panel de 15 mutaciones por sustitucion con alanina que sustituian entre 2 y 8 residuos a lo largo de distintas
regiones de cada una de las hélices (A, B, C, D, E) y giros (AB, CD, DE). Se incluy6 una sefial de histidina amino-
terminal que comprendia seis residuos de histidina para la purificacién por afinidad, asi como un sitio de escision de
enteroquinasa para la eliminaciéon de la extension amino-terminal. Los interferones resultantes se denominan
"interferon(IFN)-beta marcado con his" o "His-interferon-beta" o "Hisg-interferén-beta" y similares.

Se construyeron diversos plasmidos mutantes de expresion de IFN-beta marcado con his usando una construccion
del gen de IFN-beta de tipo natural como molde para la mutagénesis. La estrategia de mutagénesis implicé introducir
primero sitios de escision de enzimas de restriccion unicos por todo el gen de IFN beta marcado con his de tipo
natural, después sustituir las distintas secuencias de ADN entre los sitios de restriccion con moléculas bicatenarias
de oligonucledtidos sintéticos, que codificaban las mutaciones de sustitucion para alanina (o serina). Finalmente, los
genes de IFN mutantes se subclonaron en un plasmido que dirigié la expresion en células mamiferas en una linea
celular de rifion 293 humana.

Las consecuencias funcionales de estas mutaciones se analizaron en ensayos antivirales y de antiproliferacion. Se
desarrollé un ensayo de unidon de IFN no radiactivo para analizar estos mutantes en su union al receptor de
superficie ("complejo IFNAR1/2") de células de linfoma de Daudi Burkitt humanas. Ademas, se desarrollé un ensayo
para cartografiar las superficies de interaccion entre los mutantes de his-IFN-beta e IFNAR2 que empled una
proteina de fusion IFNAR2/Ig, que constaba del dominio extracelular de la proteina receptora de IFN IFNAR2
fusionado con los dominios bisagra, CH2 y CH3 de IgG1 humana.

1. Creacion de un gen de interferon beta como molde para la mutagénesis

La estrategia para generar mutantes sustituidos con alanina (o serina) de IFN-beta fue crear primero un gen de IFN-
beta modificado, que codificaba la proteina de tipo natural, pero que portaba sitios de escisidén Unicos para enzimas
de restriccion distribuidos a lo largo del gen. Los sitios Unicos se usaron para intercambiar las secuencias de tipo
natural por moléculas bicatenarias de oligonucledtidos sintéticos, que codificaban los cédones mutados. Para
obtener un casete de expresion de IFN-beta-1a humano adecuado para la creacion de genes mutantes, se amplificd
el cADN de IFN-beta (nimero de acceso de GenBank E00029) mediante PCR. Fue necesario un clonado inicial del
gen de IFN-beta en el plasmido pMJB107, un derivado de pACYC184 (véase Rose, et. al., 1988, Nucleic Acids Res.
16 (1) 355) para realizar la mutagénesis dirigida del gen en un plasmido que carecia de los sitios de restriccion
especificos que se generarian por medio de la mutagénesis.

Los cebadores de PCR usados para subclonar las secuencias codificantes del gen de IFN-beta humano permitieron
introducir también un sitio de escision de enteroquinasa en direccion 5' y en el marco de lectura del gen de IFN-beta
(cebador de PCR de 5 5-TTCTCCGGAGACGATGATGACAAGATGAGCTACAACTTGCTTGGATTCCTACAAA
GAAGC-3' (SEQ ID N°: 3: "BET-021"), y cebador de PCR de 3' 5'-GCCGCTCGAGTTATCAGTTTCGGAGGTAACC
TGTAAGTC-3' (SEQ ID N°: 4: "BET-022")) y sitios flanqueantes para enzimas de restriccion (BspEl y Xhol) utiles
para clonar en los sitios del plasmido pMJB107. El ADN resultante se denomina fragmento A de la PCR.

Se introdujo una secuencia sefal eficaz de la molécula de adhesion de células vasculares humanas 1 (VCAM-1) y
una sefal de seis histidinas en la construccion final a partir de un segundo fragmento de ADN creado a partir de
pDSW247 (fragmento B). El plasmido pDSW247 es un derivado de pCEP4 (Invitrogen, Carlsbad, CA) del que se ha
delecionado el gen EBNA-1, y que porta la secuencia sefial VCAM-1 (VCAMss) fusionada en 5' y en el marco de
lectura con una sefal de seis histidinas. Los cebadores de PCR que se usaron para generar el resto de casete
VCAMSss-1/sefial de histidina fueron KID-369 (cebador de PCR de 5' 5'- AGCTTCCGGGGGCCATCATCATCATCA
TCATAGCT-3": SEQ ID N° 5) y KID-421 (cebador de PCR de 3' 5-CCGGAGCTATGATGATGATGATGATGGC
CCCCGGA-3": SEQ ID N°: 6), que incorporaban sitios de escision flanqueantes para enzimas de restriccion (Notl y
BspEl) que permitieron la escision del fragmento B de ADN.
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Para crear un vector plasmidico que llevase la secuencia sefial VCAM-1, la sefial de his y el gen de interferén-beta
se realizd una ligadura triple usando los fragmentos de ADN purificados de un gel a partir del vector plasmidico
pMJB107 (escindido con Notl y Xhol), fragmento A de PCR (escindido con BspEl y Xhol) y fragmento B (escindido
con Notl y BspEl). El plasmido ligado se us6 para transformar células de E. coli JA221 o XL1-Blue, y las colonias
resistentes a ampicilina se escogieron y se analizd la presencia de insertos mediante andlisis de cartografia de
restriccion. Se hizo ADN Maxiprep y se verificd la secuencia del inserto mediante secuenciacion de ADN. La
construccién resultante se llamé pCMG260.

2. Creacién de mutantes de sustitucion con alanina de interferon-beta humano en pCMG260

Se uso el plasmido pCMG260 como molde para multiples rondas de mutagénesis (U.S.E. Site Directed Mutagenesis
Kit (Boehringer-Mannheim)), que introdujeron sitios de escision de restriccion Unicos en posiciones a lo largo de la
secuencia codificante de la proteina de IFN-beta, pero no cambiaron la secuencia resultante de la proteina. Los
plasmidos mutados se usaron para transformar las cepas de E. coli JA221 o XL1-Blue, y las colonias recombinantes
se seleccionaron por su resistencia a cloranfenicol. Se analizé adicionalmente en las colonias resistentes a
cloranfenicol la presencia del sitio Unico deseado para enzima de restriccion mediante andlisis de cartografia de
restriccion de ADN. El plasmido de IFN-beta resultante, pCMG275.8, contenia el grupo completo de sitios de
escision unicos para enzima de restriccion y se verificd la secuencia de ADN del gen. La secuencia de ADN
completa (SEQ ID N°: 1) del gen de interferon beta modificado y marcado con his, junto con la secuencia codificante
de la proteina (SEQ ID N°: 2), se dan en la Figura 10.

El grupo completo de las mutaciones por sustitucion con alanina se describe en la Tabla 1 (mas adelante). Los
nombres de los mutantes especifican las regiones estructurales (hélices y giros) en los que se introdujeron las
mutaciones. El panel entero de sustituciones con alanina (serina) da como resultado la mutacioén de 65 de los 165
aminodcidos de IFN-beta humano.

El panel de mutantes se cred a partir de pCMG275.8 sustituyendo segmentos de ADN entre los sitios de restriccion
Unicos con moléculas bicatenarias de oligonucleétidos sintéticos, que portaban la informacion codificante genética
descrita en la Tabla 2 (véase mas adelante). Para crear los diversos plasmidos mutantes de sustitucion con alanina
se ligd vector pCMG275.8 purificado en gel (escindido con la enzima de restriccion apropiada, como se indica en la
lista mas adelante para cada region estructural de IFN-beta) y moléculas bicatenarias de oligonucleédtidos (las
secuencias de las cadenas codificantes se muestran en la Tabla 2). Las mezclas de ligadura se usaron para
transformar la cepa JA221 de E. coli y las colonias recombinantes se seleccionaron por su resistencia a ampicilina.
Se analizé en las colonias resistentes a ampicilina la presencia de la insercion de las mutaciones cribando los sitios
apropiados de las enzimas de restriccion. Para dos mutantes (A2 y CD2), la estrategia de clonado supuso usar dos
moléculas bicatenarias de oligonucledtidos sintéticos (mostradas en la Tabla 2), que portaban extremos salientes
complementarios para permitir que ligasen entre si y con el esqueleto del vector-IFN-beta en una ligadura triple. La
siguiente lista ilustra los sitios que se usaron para clonar los oligonucleétidos mutados de la Tabla 2. El esquema de
clonado (subseccion B) muestra las posiciones de estos sitios Unicos en el gen de interferén beta.

16



10

ES 2447772 T3

Tabla 1

Posiciones de las mutaciones por sustitucion con alanina de HUIFN-B
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La linea designada IFN-B muestra la secuencia de IFN-B humano de tipo natural. Las sustituciones con alanina o
serina de los residuos de IFN-B se muestran para cada uno de los mutantes y los puntos, debajo de las regiones
relevantes, indican las secuencias de tipo natural. Las hélices y estructuras en giro se indican como lineas continuas
debajo de los mutantes. El giro DE se extiende en el hueco entre las hélices D y E. Se generaron dos mutantes por
sustituciéon con alanina adicionales (H93A, H97A y H121A) y se analizaron en ensayos antivirales para analizar los
efectos de mutar estas histidinas, que quelan cinc en el dimero de la estructura cristalina. Ambos mutantes
mantuvieron la actividad de tipo natural completa en los ensayos antivirales, lo que sugiere que la formacién del
dimero mediada por cinc no es importante para la actividad de IFN-f3.

Tabla 2

A1 SEQID CCGGAGACGATGATGACAAGATGGCTTACGCCGCTCTTGGAGC
No- 7 CCTACAAGCTTCTAGCAATTTTCAGTGTCAGAAGCTCCTGTGGC
BET-053
A2 SEQID GATCTAGCAATGCTGCCTGTGCTGCCCTCCTGGCTGCCTTGAATGGGAGGCTT
GAATACT
N°: 8
BET-039
SEQID GCCTCAAGGACAGGATGAACTTTGACATCCCTGAGGAGATTAAGCAGCTGCA
N°: 9
BET-041
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AATTGAATGGGAGGGCTGCAGCTTGCGCTGCAGACAGGATGAACTTTGACATC
CCTGAGGAGATTAAGCAGCTGCA

AATTGAATGGGAGGCTTGAATACTGCCTCAAGGACAGGGCTGCATTTGCTATC
CCTGCAGAGATTAAGCAGCTGCA

AATTGAATGGGAGGCTTGAATACTGCCTCAAGGACAGGATGAACTTTGACA

TCCCTGAGGAGATTGCTGCAGCTGCAGCTTTCGCTGCAGCTGA

CGCCGCGTTGACCATCTATGAGATGCTCGCTAACATCGCTAGCATTTTCAGACA
AGATTCATCTAGCACTGGCTGGAA

CGCCGCATTGACCATCTATGAGATGCTCCAGAACATCTTTGCTATTTTCGCTGC
AGCTTCATCTAGCACTGGCTGGAA

GGAATGCTTCAATTGTTGCTGCACTCCTGAGCAATGTCTATCATCAGATAAACC
ATCTGAAGACAGTTCTAG

GGAATGAGACCATTGTTGAGAACCTCCTGGCTAATGTCGCTCATCAGATAGCA
CATCTGGCTGCAGTTCTAG

CTAGCTGCAAAACTGGCTGCAGCTGATTTCACCAGGGGAAAACT

CTAGAAGAAAAACTGGAGAAAGAAGCAGCTACCGCTGGAAAAGCAATGAGCGC
GCTGCACCTGAAAAGA

TATTATGGGAGGATTCTGCATTACCTGAAGGCCAAGGAGTACTCACACTGT

CATGAGCAGTCTGCACCTGAAAAGATATTATGGGGCAATTGCTGCATACCTGG
CAGCCAAGGAGTACTCACACTGT

CATGAGCAGTCTGCACCTGAAAAGATATTATGGGAGGATTCTGCATTACCTGAA
GGCCGCTGCATACTCACACTGTGCCTGGACGAT
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DE2 SEQID CATGAGCAGTCTGCACCTGAAAAGATATTATGGGAGGATTCTGCATTACCTGAA
No: 23 GGCAAAGGAGTACGCTGCATGTGCCTGGACGAT

BET-118

E1 SEQID CGTCAGAGCTGAAATCCTAGCAAACTTTGCATTCATTGCAAGACTTACAG
N°: 24
BET-104

B. Construccion de plasmidos de expresion de EBNA 293

Los genes de IFN-beta de tipo natural y mutante, fusionados con la secuencia sefial VCAM-1, sefial de his y sitio de
escision de enteroquinasa, se purificaron en gel como fragmentos de restriccion de Notl y BamHI de 761 pares de
bases. Los genes purificados se subclonaron en el vector plasmidico pDSW247 escindido con Notl y BamHI, como
se describe en el esquema. El plasmido pDSW247 es un vector de expresién para la expresion transitoria de
proteina en células renales EBNA 293 humanas (Invitrogen, Carlsbad, CA). Contiene el promotor de genes
tempranos de citomegalovirus y elementos reguladores de VEB que son necesarios para la expresion génica de
nivel elevado en ese sistema, asi como marcadores seleccionables para E. coli (resistencia a ampicilina) y células
EBNA 293 (resistencia a higromicina) como se observa en el esquema de la estrategia de clonado (mas adelante).
Los plasmidos ligados se usaron para transformar células de E. coli JA221 o XL1-Blue, y las colonias resistentes a
ampicilina se recogieron y se analizé la presencia de insertos mediante analisis de cartografia de restriccion. Se hizo
ADN Maxiprep y se verificé la secuencia de los insertos mediante secuenciacién de ADN. Los clones positivos que
mostraban las secuencias mutadas deseadas se usaron para transfectar células renales EBNA 293 humanas como
se describe mas adelante.

La estrategia de clonado global se presenta a continuacion:

Representacion esquematica de la estrategia de clonado y plasmidos de expresion de IFN-3

Oligos sintéticos Nod

VCAMSSHFNB

BspHl Fragmento Notl + BamHI

pCMG275.8
(3462 pb)

\ Cloranfenicol Barmi

Vector de clonado

BamH}

ﬁ'

pDSW247
(9405 pb)

Ampicilina
Higromicina/l

Vector de expresion
de EBNA

Expresar en células EBNA293 Nat!

Cuantificar mediante:
ELISA g
Transferencia de Western

Analisis funcionales

Union a células UnionalFNAR2-Fc  Analisis antiviral
Daudi Anélisis antiproliferativo
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C. Expresion y cuantificacion de mutantes por sustitucion con alanina de IFN-beta-1a

Las células EBNA 293 humanas (Invitrogen, Carlsbad, CA, Chittenden, T. (1989) J. Virol. 63: 3016-3025) se
mantuvieron como cultivos subconfluentes en medios de Eagle modificados por Dulbecco complementados con un
10% de suero bovino fetal, glutamina 2 mM y 250 pg/ml de geneticina (Life Technologies, Gaithersburg, MD). Los
plasmidos de expresion pDSW247 se transfectaron transitoriamente en células EBNA 293 usando el protocolo de
lipofectamina (Gibco/BRL, Life Technologies). Se recolectaron los medios condicionados 3-4 dias después de la
transfeccion, los restos celulares se eliminaron mediante centrifugacion, y se cuantifico la concentracion de his-IFN-
beta mediante ELISA.

El analisis ELISA se realizd6 usando anticuerpos policlonales de conejo (IgG purificada con proteina A, los
anticuerpos se habian obtenido para IFN-beta-1a humano purificado) para revestir placas de ELISA de 96 pocillos y
se us6 una forma biotinilada de la misma IgG policlonal de conejo como reactivo secundario para permitir la
deteccion de interferon usando peroxidasa de rabano unida a estreptavidina (HRP: Jackson ImmunoResearch, W.
Grove, PA). Se us6 una serie de diluciones de interferon-beta-1a para generar curvas de concentracion estandar.
Este medio condicionado que contenia his-IFN-beta de transfectantes de EBNA se diluy6 para obtener muestras con
concentraciones que oscilaban entre 10 ng/ml y 0,3 ng/ml en el andlisis ELISA. Para confirmar las concentraciones
de IFN-beta de los medios determinadas mediante ELISA, se realizé andlisis de transferencia de Western. Los
sobrenadantes del cultivo reducidos y los patrones de IFN-beta-1a se sometieron a SDS-PAGE en geles en
gradiente del 10-20% (Novex, San Diego, CA) y se transfirieron a membranas PDVF. Las bandas inmunorreactivas
se detectaron con antisuero anti-IFN-beta-1a policlonal de conejo (n° 447, Biogen, Inc., un segundo antisuero que se
habia obtenido para IFN-beta-1a), seguido de tratamiento con IgG anti-conejo de burro unida a HRP (Jackson
ImmunoResearch).

D. Analisis de la unién a receptor de los mutantes de interferon-beta

Las propiedades de union a receptor de los mutantes de interferén-beta descritos en C se analizaron usando dos
analisis de union diferentes. Un analisis midié la unién de los mutantes de interferon-beta a una proteina de fusion,
IFNAR2/lg, que comprendia el dominio extracelular de la cadena del receptor IFNAR2 humano fusionado con parte
de la region constante de una IgG humana. IFNAR2-Fc se expreso en células de ovario de hamster chino (CHO) y
se purificd mediante cromatografia de afinidad en Sepharose con proteina A segun las instrucciones del fabricante
(Pierce Chem. Co., Rockford, IL, n® de catalogo 20334). La unién de mutantes de interferon-beta a IFNAR2-Fc se
midié en un analisis con formato ELISA. Las placas de ELISA se prepararon revistiendo placas de 96 pocillos de
fondo plano durante la noche a 4°C con 50 pl/pocillo de anticuerpo monoclonal IgG anti-humano de raton (CDG5-
AA9, Biogen, Inc.) de 10 pg/ml en tampon de revestimiento (NaHCO3; 50 mM, MgCl» 0,2 mM, CaCl; 0,2 mM, pH 9,6).
Las placas se lavaron dos veces con PBS que contenia 0,05% de Tween-20, y se bloquearon con 0,5% de leche en
polvo desnatada en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de dos lavados mas, se afiadieron 50 l
de 1 yg/ml de IFNAR2-Fc en 0,5% de leche en PBS que contenia 0,05% de Tween-20 a cada pocillo y se incubd
durante 1 hora a temperatura ambiente, y las placas se lavaron después dos veces mas. La unién de los mutantes
de interferén-beta a IFNAR2-Fc se midié afiadiendo 50 ul/pocillo de interferon-beta mutante en medio condicionado,
diluido en serie en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) complementado con un 10% de suero bovino
fetal, e incubando durante 2 horas a 4°C. Las diluciones de mutante de interferon-beta oscilaron tipicamente de
aproximadamente 1 uM hasta 10 pM. Después de lavar, el interferén-beta unido a las placas se detecté afiadiendo
50 pl/pocillo de una mezcla que consistia en una diluciéon 1:1000 de un anticuerpo anti-interferén policlonal de conejo
(n° 447) mas IgG anti-conejo de burro marcada con peroxidasa de rabano (HRP) (Jackson ImmunoResearch), e
incubando durante 15 minutos a 4°C. Después de dos lavados, se afiadié sustrato de HRP, y la placa se incub6 a
4°C antes de leerse en un lector de placas de ELISA a una absorbancia de 450 nm. Los datos se trazaron como
absorbancia respecto de la concentracion de interferén-beta mutante, y se determiné la afinidad para la union del
interferon-beta mutante a IFNAR2-Fc ajustando los datos a una ecuacién de unién hiperbodlica simple. Los resultados
de estos analisis se muestran en la Figura 1, en la que la afinidad de unién para cada mutante, determinada al
menos en tres experimentos independientes, se expresa como un porcentaje de la medida para interferén-beta-1a
de tipo natural con Hiss.

Se us6 un segundo analisis de union a receptor para medir la afinidad con la que los mutantes de interferon-beta se
unieron a células Daudi que expresaban ambas cadenas del receptor, IFNAR1 y IFNAR2, que juntas comprenden el
receptor para interferon-beta. Este analisis basado en FACS us6 un anticuerpo monoclonal bloqueante dirigido
contra el dominio extracelular de IFNAR1, EA12 (Biogen, Inc.), para distinguir el receptor sin ocupar (libre) del
receptor al que se ha unido interferén-beta. Las células Daudi (20 pl a 2,5 x 107 células/ml) se colocaron en placas
de ELISA de fondo en V de 96 pocillos, y se incubaron durante 1 hora a 4°C con diversas concentraciones de
mutante de interferén-beta (20 ul en tampdn de FACS; 5% de FBS, 0,1% de NaNs3; en PBS). Las diluciones en serie
deseadas de mutantes de interferén-beta oscilaron desde 0,5 yM hasta 0,5 pM. Se afiadié a cada pocillo 100 ng de
anticuerpo EA12 monoclonal anti-IFNAR1 murino biotinilado (10 ul), y las placas se incubaron durante 2 minutos
adicionales a temperatura ambiente antes de lavarse dos veces con tampdén de FACS (4°C). Las células se
incubaron después durante 30 minutos a 4°C con 50 pl/pocillo de una dilucién 1:200 de estreptavidina conjugada
con R-ficoeritrina (Jackson ImmunoResearch), se lavaron dos veces con tampén de FACS, se resuspendieron en
300 pl de tampdn de FACS que contenia 0,5% de paraformaldehido, y se transfirieron a tubos de poliestireno de
12x75 mm (Falcon 2052). Las muestras se analizaron después mediante citometria de flujo en un FACScan (Becton
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Dickinson). Los datos se dibujaron como intensidad de fluorescencia media por canal (IFMC) respecto de la
concentracion de mutante de interferén-beta; las afinidades de uniéon se definieron como la concentracion de
mutante de interferon-beta que daba un 50% de inhibicidon de tincion con anticuerpo. Cada mutante se ensayo
multiples veces. La Figura 2 muestra las afinidades de unidn a receptor para cada mutante de interferon-beta,
determinadas mediante este método, expresadas como un porcentaje de la afinidad medida para interferén-beta-1a
de tipo natural con Hisg en cada experimento.

E. Analisis de los mutantes de interferén-beta por funcién

Se analizé también la actividad funcional de los mutantes de interferén-beta usando ensayos in vitro de actividad
antiviral y la capacidad del interferén-beta para inhibir la proliferacion celular. Se realizé con cada mutante un minimo
de tres ensayos antivirales, cada uno con puntos por triplicado. Se incluyé interferén-beta-1a de tipo natural con Hisg
como referencia en cada experimento. Los ensayos antivirales se realizaron tratando células de carcinoma de
pulmén humanas A549 (ATCC CCL 185) durante la noche con diluciones en serie a un medio de interferén-beta
mutante a concentraciones que abarcaban el intervalo entre la proteccion antiviral completa y un estado sin
proteccion de muerte celular viral. El siguiente dia, las células se expusieron durante dos dias a virus de
encefalomiocarditis (ECMV) a una dilucion que dio como resultado la muerte celular completa en ausencia de
interferon. Las placas se revelaron después con la tincion metabodlica MTT (2,3-bis[2-metoxi-4-nitro-5-sulfo-fenil]-2H-
tetrazolio-5-carboxianilida) (M5655, Sigma, St. Louis, MO). Se prepar6 una disoluciéon madre de MTT de 5 mg/ml en
PBS y se filtr6 de forma estéril, y se diluyeron 50 yl de esta disolucion en cultivos celulares (100 pl por pocillo).
Después de la incubacién a temperatura ambiente durante 30 - 60 minutos, la disolucién MTT/medios se desecho,
las células se lavaron con 100 pl de PBS, y finalmente la tincion metabolizada se solubilizé en 100 pl de acido
clorhidrico 1,2 N en un 90% de isopropanol. Se cuantificaron las células viables (como evidencié la presencia de la
tincion) mediante absorbancia a 450 nm. Los datos se analizaron trazando la absorbancia respecto de la
concentracion de mutante de interferon-beta, y la actividad de cada mutante se definid6 como la concentracion a la
que el 50% de las células murieron. La Figura 3 muestra la actividad de cada mutante expresada como porcentaje
de la actividad medida para el interferén-beta-1a de tipo natural marcado con his en cada experimento.

Los mutantes de interferén-beta también se analizaron en cuanto a su funcién en un ensayo de antiproliferacion. Se
cultivaron células de linfoma de Daudi Burkitt humanas (ATCC n° CCL 213) a 2 x 10° células/ml en RPMI 1620
complementado con un 10% de suero bovino fetal definido (Hyclone, Logan Utah), y L-glutamina 2 mM. Cada pocillo
también contenia una concentracion dada de mutante de interferén-beta en un volumen final total de 100 pl de
medio por pocillo; las concentraciones de interferon-beta usadas se eligieron para abarcar el intervalo desde la
inhibicion maxima de proliferacion de células de Daudi hasta la ausencia de inhibicion (es decir, proliferacion
completa). Se usaron puntos experimentales duplicados para cada concentracion de mutante de interferén-beta
probada, y se incluyé un grupo duplicado de células sin tratar en todos los experimentos. Las células se incubaron
durante dos dias a 37°C en incubadores con un 5% de COg, después de lo cual se afiadié a cada pocillo 1 uCi de
timidina tritiada ((metil->H) timidina, Amersham TRK758) en 50 pl de medio, y se incubé durante otras 4 h. Las
células se recogieron usando un recolector de placas LKB, y se midio la incorporacion de timidina tritiada usando un
lector de placas beta LKB. Se hallaron las medias de los valores experimentales duplicados y se determinaron las
desviaciones estandar. Los datos se dibujaron como cuentas medias por minuto respecto de la concentracion de
mutante de interferén-beta, y la actividad de cada mutante se defini6 como la concentracion necesaria para dar un
50% de la inhibicion maxima observada del crecimiento. Se realizaron multiples ensayos para cada mutante. La
Figura 4 muestra los resultados expresados como porcentaje de la actividad hallada para interferén-beta-1a de tipo
natural marcado con his en cada experimento.

F. Propiedades de los mutantes de interferén-beta

Se descubrié que el interferon-beta-1a de tipo natural marcado con histidina tenia actividades en los ensayos
antivirales y de antiproliferacion que eran alrededor de tres veces menores que las actividades correspondientes
halladas para interferon-beta-1a de tipo natural sin marcar. Debido a que todos los mutantes de interferén-beta A1-E
contienen la secuencia sefial de his en sus extremos N-terminales, los efectos de las mutaciones sobre las
propiedades de la molécula se determinaron comparando las actividades de estos mutantes en ensayos antivirales,
de antiproliferacion y de unién para la actividad observada para el interferon-beta-1a de tipo natural marcado con his.
Al hacerlo, se asume que las variaciones en las actividades de los mutantes A1-E, comparadas con el interferén-
beta-1a de tipo natural marcado con his, son cualitativamente y cuantitativamente mas o menos las mismas que los
efectos que estas mismas mutaciones tendrian en ausencia de la sefial de his N-terminal. La suposiciéon equivalente
para construcciones marcadas o fusionadas de otras citocinas solubles es considerada como verdadera por los
practicantes de la técnica de mutagénesis de barrido de alaninas, especialmente cuando la actividad funcional in
vitro de la construccion marcada o fusionada es cercana a la de la citocina de tipo natural, como es el caso aqui.
Véase, por ejemplo, Pearce K.H. Jr, et al., J. Biol. Chem. 272: 20595-20602 (1997) y Jones J.T., et al., J. Biol. Chem.
273:11667-11674 (1998).

Los datos mostrados en las Figuras 1-4 sugieren tres tipos de efectos que estuvieron causados por la mutagénesis
dirigida. Estos efectos pueden ser ventajosos para el desarrollo de farmacos de interferén en ciertas circunstancias.
Los tres tipos de efectos son los siguientes: (a) mutantes con actividad antiviral superior a la del interferén-beta-1a
de tipo natural (p.ej., mutante C1); (b) mutantes que exhiben actividad tanto en ensayos antivirales como en ensayos
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de antiproliferacion, pero para los cuales la actividad de antiproliferacion es desproporcionadamente baja con
respecto a la actividad antiviral, comparado con el interferén-beta-1a de tipo natural (p.ej., mutantes C1, D y DE1); y
(c) antagonistas funcionales (p.ej., A1, B2, CD2 y DE1), que muestran actividades antiviral y antiproliferativa que son
desproporcionadamente bajas con respecto a la uniéon a receptor, comparado con el interferén-beta-1a de tipo
natural. Se puede observar que algunos mutantes estan incluidos en mas de una clase. Estas clases se analizan
mas adelante. Aunque se han caracterizado estas clases de mutantes con respecto a los ejemplos enumerados, se
deberia apreciar que otras mutaciones en estas regiones pueden dar como resultado efectos similares, o incluso
aumentados sobre la actividad:

(a) El mutante C1 posee una actividad antiviral que es aproximadamente seis veces mayor que la del interferon-
beta-1a de tipo natural marcado con his. Se predice que este mutante y otros de este tipo son utiles para reducir la
cantidad de interferén-beta que se debe administrar para alcanzar un nivel dado de efecto antiviral. Se espera que
reducir la cantidad de proteina administrada reduzca la inmunogenicidad de la proteina, y también puede reducir los
efectos secundarios de toxicidades que no se basan en el mecanismo. Se predice que las mutaciones en esta clase
son ventajosas en situaciones en las que el beneficio terapéutico de la administracion de interferon-beta resulta de
sus efectos antivirales, y en las que los efectos antiproliferativos contribuyen a la toxicidad o a efectos secundarios
indeseados.

(b) Las actividades relativas (% de tipo natural) de los mutantes sustituidos con alanina en el ensayo antiviral y de
antiproliferacién se comparan en la Figura 5. Se observan actividades modificadas de forma coordinada (es decir,
actividades antivirales y de antiproliferacion que difieren por el mismo factor de las actividades del interferén-beta-1a
de tipo natural marcado con his) en la mayoria de los mutantes (los que se encuentran en la linea diagonal). Sin
embargo, varios mutantes muestran alteraciones mayores de actividad en un ensayo respecto del otro, comparado
con interferén-beta-1a de tipo natural marcado con his, como evidencia el desplazamiento de la diagonal. Se
muestran tres mutantes tales en la Tabla 3 mas adelante. El mutante C1 muestra una actividad antiviral que es seis
veces superior que la de interferén-beta-1a de tipo natural marcado con his, pero su actividad en el ensayo de
antiproliferaciéon es similar a la del de tipo natural. El mutante C1 tiene actividad antiviral que esta aumentada en un
factor de 5,2 sobre su actividad de antiproliferacion respecto del interferén-beta-1a de tipo natural marcado con his.
De forma similar, el mutante D exhibe un 65% de actividad de tipo natural en el ensayo antiviral, pero solamente un
20% de actividad de tipo natural en el ensayo de antiproliferacion, y asi tiene actividad antiviral que esta aumentada
3,4 veces sobre su actividad de antiproliferacion comparado con el tipo natural. El mutante DE1 exhibe un 26% de la
actividad de tipo natural en el ensayo antiviral, pero solamente un 8,5% en el ensayo de antiproliferacion, y asi tiene
actividad antiviral que esta aumentada 3,0 veces sobre su actividad de antiproliferacién comparado con el interferén-
beta-1a de tipo natural marcado con his. Cuando se administren a una concentracién suficiente para alcanzar un
nivel deseado de actividad antiviral, estas proteinas mutantes mostraran niveles sustancialmente inferiores de
actividad antiproliferativa que la proteina de tipo natural. Se predice que las mutaciones de esta clase, como las de la
clase (a), son ventajosas en situaciones en las que el beneficio terapéutico de la administracion de interferén-beta
resulta de sus efectos antivirales, y en las que los efectos antiproliferativos contribuyen a la toxicidad o a efectos
secundarios indeseados.

Tabla 3
Mutante Actividad antiviral (AV) Actividad antiproliferativa (AP) AV/AP
(% de tipo natural) (% de tipo natural)
C1 571 109 5,2
D 65 19 3.4
DE1 26 8,5 3,0

(c) Mutantes con actividades antiviral y antiproliferativa que son bajas con respecto a la unién a receptor, comparado
con el interferon-beta-1a de tipo natural marcado con his (véase la Tabla 4 mas adelante). El mutante A1 exhibe
actividades antiviral y antiproliferativa que son 2,0 veces y 1,8 veces mayores que la observada para interferon-beta-
1a de tipo natural marcado con his, pero se une al receptor afin de las células Daudi con una afinidad que es 29
veces mayor que la del de tipo natural. La union de este mutante al receptor de IFN-beta se aumenta asi
aproximadamente 15 veces comparado con las actividades antiviral y de antiproliferacion de la proteina. De forma
similar, los mutantes B2, CD2 y DE1 muestran aumentos de la unién sobre la actividad antiviral de 4,6, 4,6 y 18
veces, respectivamente, y sobre la actividad de antiproliferacion de 3,5, 15 y 54 veces. Se predice que estas
proteinas son utiles como antagonistas funcionales de la actividad de IFN-beta enddgeno, y posiblemente de otros
interferones de tipo | endogenos, debido a que tienen la capacidad de unirse y ocupar el receptor, y sin embargo
generan solamente una pequefia fraccion de la respuesta funcional en las células de interés que se observaria con
IFN-beta de tipo natural.
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Tabla 4
Mutante Actividad Actividad Actividad de unién a | Unién/AV Union/AP
antiviral (AV) antiproliferativa células (% t. n.)
(% t.n.) (AP) (% t. n.)
A1 200 180 2900 15 16
B2 7.1 9,2 33 4.6 3,5
CD2 150 46 690 4.6 15
DE1 26 8,5 460 18 54

G. Relacién de las muteinas con la estructura tridimensional de interferén

Aunque las estructuras cristalinas publicadas para una forma sin glicosilar de interferon beta murino (T. Senda, S.
Saitoh y Y. Mitsui. Refined Crystal Structure of Recombinant Murine Interferon-B at 2.15 A Resolution. J. Mol. Biol.
253: 187-207 (1995)) y para interferén alfa-2b humano (R. Radhakrishnan, L.J. Walter, A. Hruza, P. Reichert, P.P.
Trotta, T.L. Nagabhushan y M.R. Walter. Zinc Mediated Dimer of Human Interferon-a2b Revealed by X-ray
Crystallography. Structure. 4: 1453-1463 (1996)) han proporcionado modelos para el esqueleto polipeptidico del
interferon beta humano, se ha resuelto recientemente la estructura para el interferon-beta-1a en su estado
glicosilado (M. Karpusas, M. Nolte, C.B. Benton, W. Meier, W.N. Lipscomb, y S.E. Goelz. The Crystal Structure of
Human Interferon- at 2.2 A resolution. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 11813-11818 (1997)).

Los resultados de los analisis de mutacion se pueden resumir con respecto a la estructura 3D de interferon-beta-1a
(no presentada en la presente memoria). Ciertas mutaciones crearon una reduccion en la actividad (2 a >5 veces
reducida). Las regiones mutadas correspondieron a las sustituciones dadas en las tablas 1 y 2. Los residuos
importantes para la actividad antiviral y de antiproliferaciéon se localizan en la mitad inferior de la molécula de IFN-
beta-1a (panel a y b). Las mutaciones en la mitad superior de la molécula, en la que estan situados los extremos
amino- y carboxi-terminal, no tuvieron efecto sobre las actividades bioldgicas o sobre la union a receptor.

Las mutaciones en la hélice A2, giros AB, AB2 y hélice E son las mas significativas en su efecto sobre la funcion, y
dieron como resultado una reduccion drastica tanto en la actividad como en la unién a receptor de superficie celular.
Esta region (hélice A2, giros AB y AB2 y hélice E) corresponde al sitio de unién de IFNAR2, ya que ninguno de estos
mutantes unié IFNAR/Fc en el ensayo.

Aunque esas mutaciones que eran importantes para la unién a IFNAR2 también afectaron a la unién celular, las
propiedades de union a superficie celular también estan influenciadas por residuos en otras regiones de la molécula
(hélice B1, hélice C2). Se puede observar en los modelos 3D (no presentados en la presente memoria) que
describen los efectos de los mutantes por sustitucion con alanina que las regiones N-terminal, C-terminal y hélice C
glicosilada de la molécula de IFN-beta-1a no se encuentran dentro del sitio de unién a receptor. Las mutaciones en
estas regiones no redujeron la actividad bioldgica o la unién a receptor de superficie celular.

Ejemplo 2: Preparacion y caracterizacion de interferon-beta-1a conjugado
A. Preparacion de interferon PEGilado.

Se diluy6 intermedio en bruto de interferon-beta-1a sin formular (vendido como AVONEX®) a 250 ug/ml en fosfato
sédico 100 mM de pH 7,2, NaCl 200 mM) con un volumen igual de MES 100 mM de pH 5,0, y el pH se ajust6 a 5,0
con HCI. La muestra se cargd en una columna SP-Sepharose® FF (Pharmacia, Piscataway, NJ) a 6 mg de
interferon-beta-1a/ml de resina. La columna se lavo con fosfato sédico 5 mM de pH 5,5, NaCl 75 mM, y el producto
se eluyd con fosfato sédico 30 mM de pH 6,0, NaCl 600 mM. Se analizaron los valores de absorbancia de las
fracciones de elucion a 280 nm, y la concentracion de interferon de las muestras se estimo a partir de la absorbancia
usando un coeficiente de extincion de 1,51 para una disolucion de 1 mg/ml.

A una disolucion de 1 mg/ml del interferon-beta-1a del eluido de SP se le afadié fosfato sodico 0,5 M de pH 6,0
hasta 50 mM, cianoborohidruro soédico (Aldrich, Milwaukee, WI) a 5 mM, y aldehido de PEG 20K (Shearwater
Polymers, Huntsville, AL) a 5 mg/ml. La muestra se incubd a temperatura ambiente durante 20 horas. El interferon
pegilado se purificd de los productos de reaccion mediante etapas de cromatografia secuenciales en una columna
de separacion por tamafo de FPLC Superose ® (Pharmacia) con fosfato sédico 5 mM de pH 5,5, NaCl 150 mM
como fase movil y SP-Sepharose® FF. La columna de separacion por tamafio dio como resultado la separacion
inicial de interferon beta modificado y sin modificar (cromatograma no presentado en la presente memoria). La
mezcla de eluciéon que contenia PEG-interferon beta procedente de la filiracion en gel se diluyd 1:1 con agua y se
cargo a 2 mg de interferén beta/ml de resina en una columna de SP-Sepharose®. La columna se lavé con fosfato
soédico 5 mM de pH 5,5, NaCl 75 mM, y después el interferon beta pegilado se eluy6 de la columna con fosfato
sédico 5 mM de pH 5,5, NaCl 800 mM. Se analizé el contenido de proteina en las fracciones de elucién mediante
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absorbancia a 280 nm. La concentracion de interferén pegilado se informa en equivalentes de interferén, ya que el
resto de PEG no contribuy6 a la absorbancia a 280 nm

B. Caracterizacion bioquimica del interferén PEGilado.

Se analizé el grado de modificacién en las muestras mediante SDS-PAGE (gel no presentado en la presente
memoria). La adicion de un unico PEG dio como resultado un desplazamiento en la masa aparente de interferén de
20 kDa a 55 kDa, que fue faciimente aparente en el analisis. En la muestra pegilada no habia indicios de interferon-
beta-1a sin modificar ni de formas con masa superior resultantes de la presencia de grupos PEG adicionales. La
presencia de un unico PEG se verific6 mediante espectrometria de masas MALDI. La especificidad de la reaccion de
pegilacion se analizé mediante cartografia de péptidos. Se digirieron alicuotas de 20 pg de interferén-beta-1a
pegilado y sin modificar como control, en 240 pl de Tris-HCI 200 mM de pH 9,0, EDTA 1 mM con 1,5 ug de lisil-
endopeptidasa de Achromobacter (Wako Bioproducts, Richmond, VA) durante 3-4 horas a 27°C. Se afadieron 200
mg de guanidina HCI a cada muestra y los productos de escisién se fraccionaron en una columna Vydac C4 (0,46 x
25 cm) usando un gradiente de 30 min desde 0 hasta 70% de acetonitrilo, en 0,1% de TFA con un caudal de 1,4
ml/min. Se monitorizé la absorbancia a 214 nm en el efluente de la columna.

Los resultados del analisis se muestran en la Figura 6. Todos los péptidos predichos de la digestion con lisil-
endopeptidasa de interferén-beta-1a se han identificado mediante secuenciacién N-terminal y espectrometria de
masas y de éstos, solamente el péptido que contiene el extremo N-terminal de interferén (AP8) se alterd por la
modificacion, como es evidente por su desaparicion del grafico. Los datos de cartografia indican, por lo tanto, que el
resto de PEG esta unido especificamente a este péptido. Los datos indican ademas que la modificaciéon con PEG se
dirige al extremo N-terminal de la proteina, ya que solamente la modificacién N-terminal daria como resultado la
pérdida especifica de este péptido.

Se obtuvieron indicios adicionales para esta conclusion aislando el péptido N-terminal PEGilado de la digestion con
lisil-endopeptidasa, digiriendo el péptido adicionalmente con bromuro de cianégeno (CNBr) y sometiendo a esta
muestra a analisis de secuencia mediante descomposicion metaestable por desorcién/ionizacién con laser asistida
por matriz (MALDI PSD). La digestion con CNBr del péptido N-terminal escindira adicionalmente este péptido en dos
fragmentos, la metionina terminal (M1) que contiene el resto de PEG y SYNLLGFLQR (residuos 2-11 de la
secuencia de interferon beta maduro). El analisis de la secuencia identifico el péptido sin modificar SYNLLGFLQR,
que era el resultado predicho de este tratamiento.

La actividad antiviral de las muestras de interferon-beta-1a se analizé con células de carcinoma de pulmén humanas
(células A549) que se habian expuesto a virus de encefalomiocarditis (EMC) usando los procedimientos que
implican la tincién con MTT resumidos anteriormente. Brevemente, las células A549 se pretrataron durante 24 horas
con interferén-beta-1a o interferén-beta-1a modificado con PEG (4000, 2000, 1000, 500, 250, 125, 75, 62,5, 31,25,
50, 33,3, 22,2, 14,8, 9,9, 6,6, 4,39 pg/ml) antes de la exposicion al virus. El analisis se realizé6 usando puntos
duplicados para cada concentracion de interferon-beta-1a. Las desviaciones estandar se muestran como barras de
error en la Figura 7. La concentracion de interferon-beta-1a (formulada o en bruto) que ofreci6 el 50% de destruccion
viral (el "efecto citopatico del 50%") (50% de la DO4so maxima) fue de alrededor de 11 pg/ml, y el efecto citopatico
del 50% para interferon-beta-1a modificado con PEG fue alrededor de 11 pg/ml. Asi, la conjugacion de PEG no
alterd la actividad antiviral de interferon-beta-1a. En este ensayo, se descubre de forma rutinaria que la actividad
especifica de interferén-beta-1a es alrededor de 10 veces mayor que la actividad especifica de interferon-beta-1b, y
por lo tanto interferén-beta-1a PEGilado es significativamente mas activo que cualquier producto de interferon-beta-
1b.

Se PEGIl6 también interferon-beta-1a con un resto de PEG 5K-aldehido que se adquiri6 de Fluka, Inc. (n° cat.
75936, Ronkonkoma, NY) siguiendo el mismo protocolo descrito para la modificacion con aldehidos de PEG 20K,
excepto que la reaccion contenia 2 mg/ml de PEG 5K. La modificacion con el PEG 5K fue también sumamente
especifica para el extremo N-terminal y no alter6 la actividad antiviral de interferon-beta-1a. Como el aducto 20K, el
interferon-beta-1a modificado con PEG 5K fue indistinguible del interferon-beta-1a sin modificar en el ensayo
antiviral.

Ejemplo 3: La PEGilacion protege al interferon-beta-1a de la agregacion inducida por agresion

La agregacion de interferén beta es un efecto perjudicial para la actividad. Previamente se ha demostrado que la
glicosilacion tiene un efecto drastico sobre la estabilidad de interferén-beta-1a respecto de las formas sin glicosilar
de interferén beta, y se ha deducido que la glicosilacion contribuye a la actividad especifica superior de interferén-
beta-1a (Runkel L. et al., Pharm. Res. 15: 641-649). Para investigar si la conjugacion con polimero de
polialquilenglicol podria estabilizar adicionalmente interferon beta, se sometié al interferon-beta-1a PEGilado a
agresion térmica usando el siguiente protocolo:

Se llevo a cabo la desnaturalizacién térmica usando un espectrofotémetro de UV-visible CARY 3 con un soporte de
cubetas controlado por ordenador y calentado de forma termoeléctrica. Las disoluciones de interferon-beta-1a en
HEPES 20 mM de pH 7,5, NaCl 20 mM se equilibraron a 25°C en una cubeta de 1 ml. La temperatura del soporte de
cubetas se elevé de 25°C a 80°C a una velocidad de 2°C/min, y la desnaturalizacion de la proteina se siguid
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mediante monitorizacion continua de la absorbancia a 280 nm. Se obtuvo el punto medio del suceso de
desplegamiento cooperativo, Tm, a partir de las curvas de desnaturalizacion, determinando la temperatura a la que
la absorbancia medida estuvo a medio camino entre los valores definidos por las lineas extrapoladas de las regiones
lineales de cada lado de las transiciones de desplegamiento cooperativo.

Los resultados de este analisis se muestran en la Figura 8. Mientras el interferon-beta-1a sin PEGilar se
desnaturalizé y agregd con un punto de transicion del 50% a 60°C, no hubo indicios de agregacion para el interferon
PEGilado incluso a 80°C. En un analisis independiente, se amplié el tratamiento de agresién térmica a 95°C, e
incluso a esta temperatura mas elevada no se observaron indicios de agregacion. Asi, la conjugacion con este
polimero de polietilenglicol tiene un efecto profundo y beneficioso para la estabilidad de la proteina. Se observé una
estabilizacion similar con interferén-beta-1a modificado que contenia los PEG de 20K y 5K.

Ejemplo 4. Medida de la actividad antiviral de interferon-beta-1a en el plasma de ratones tratados con interferén-
beta-1a e interferon-beta-1a PEGilado

Se inyecto i.v. a ratones (C57B1/6) por medio de la vena de la cola 50.000 unidades de interferén-beta-1a o 50.000
unidades de interferon-beta-1a PEGilado que contenia PEG 20K o un volumen igual de tampén fosfato dado como
control. La sangre de estos ratones se obtiene por medio de extracciones retroorbitales en diferentes tiempos
después de la inyeccion (inmediatamente, 0,25, 1, 4, 24 y 48 horas). Se extrae sangre al menos a 3 ratones para
cada tiempo. La sangre completa se recoge en tubos que contienen anticoagulante, las células se eliminan y el
plasma resultante se congela hasta el momento del andlisis. Estas muestras de plasma se analizan después en
ensayos antivirales.

Las muestras de plasma se diluyen 1:10 en medios sin suero y se pasan a través de un filtro de jeringa de 0,2 pym.
Las muestras diluidas se analizan en ensayos antivirales. Las muestras se titulan en pocillos designados de una
placa de cultivo de tejidos de 96 pocillos que contiene células A549. Se analizan en cada placa diluciones de un
interferon-beta-1a patrén (10, 6,7, 4,4, 2,9, 1,3, 0,9 y 0,6 U/ml) y de cuatro muestras de plasma. Las células A549 se
pretratan con muestras de plasma diluido durante 24 horas antes de la exposicién a virus EMC. Después de una
incubacion de dos dias con virus, las células viables se tifien con una disolucion de MTT (a 5 mg/ml en tampdn
fosfato) durante 1 hora, se lavan con tampdn fosfato y se solubilizan con HCI 1,2 N en isopropanol. Los pocillos se
leyeron a 450 nm. Se generan curvas patron para cada placa y se usan para determinar la cantidad de actividad de
interferon-beta-1a en cada muestra de prueba. La actividad en las muestras de los diferentes ratones se representa
graficamente respecto de los tiempos en la Figura 9.

La pérdida menor de interferén-beta-1a PEGilado de la circulacion como funcién del tiempo indica que la semivida
de la muestra PEGilada es mucho mas larga que la del control de interferén-beta-1a sin tratar. Mientras el control se
aclaré en gran medida después de 4 h, se detectd una fraccion significativa del producto PEGilado después de 48 h.
Basandose en los niveles iniciales de actividad en suero y los que permanecen después de 48 h, se deduce que la
semivida del interferén PEGilado se alarga cuando se compara con la semivida del interferén-beta-1a sin modificar.
Un segundo hallazgo sumamente significativo del estudio fue que se perdié muy poca cantidad de la forma PEGilada
durante la fase de distribucion, como se demuestra por los niveles elevados similares de actividad a tiempo 0 y
después de 60 min. Los datos indican que, a diferencia del interferén-beta-1a de control, la distribucién del producto
PEGilado se limita en gran medida a la vasculatura.

Ejemplo 5: Farmacocinética y farmacodinamica comparativas en primates (protocolos generales)

Se llevan a cabo estudios comparativos con conjugados de polimero-interferon-beta 1a e interferon-beta 1a nativo
(como interferén-beta-1a intermedio en bruto sin formular en fosfato sédico y NaCl, pH 7,2) para determinar su
estabilidad y actividad relativas en primates. En estos estudios, se compara la farmacocinética y la farmacodinamica
del conjugado de polimero-interferon-beta 1a en primates con la del interferon-beta 1a nativo, y las deducciones
razonables se pueden ampliar a los humanos.

Animales y métodos
Disefrio del estudio

Este es un estudio de grupo paralelo, y de dosis repetida para evaluar la farmacocinética y la farmacodinamica
comparativas de interferén-beta-1a conjugado y sin conjugar.

Se usaron primates sanos (preferiblemente monos rhesus) para este estudio. Antes de la dosis, se valoraran signos
de enfermedad en todos los animales por un veterinario de animales de laboratorio en dos ocasiones dentro de los
14 dias anteriores a la administracion del articulo de prueba; una evaluacidon debe ser dentro de las 24 horas
anteriores a la primera administracion del articulo de prueba. Solamente los animales sanos recibiran este articulo
de prueba. Las evaluaciones incluiran un examen fisico general y extracciones de sangre anteriores a la dosis para
determinar la patologia clinica inicial y la concentracion de anticuerpos inicial para interferon-beta-1a. Todos los
animales se pesaran y se registraran las temperaturas corporales dentro de las 24 horas anteriores a las
administraciones del articulo de prueba.
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Se utilizan y se asignan doce sujetos a grupos para recibir 1 MU/kg de interferén-beta-1a como conjugado de PEG-
interferon-beta-1a o sin conjugar, pero por lo demas interferon-beta-1a idéntico. La administracion es por via
subcutanea (SC) o intravenosa (IV). Todos los animales deben no haber sido sometidos a tratamiento previo con
interferon-beta. A cada animal se le administrara la dosis en dos ocasiones; las dosis iran separadas por cuatro
semanas. El volumen de dosis sera de 1,0 mi/kg.

Se extrae sangre para las pruebas farmacocinéticas en diversos intervalos de tiempo después de cada inyeccion.
También se extraen muestras de sangre para las medidas del marcador de respuesta biolégica inducida por
interferén, neopterina sérica, después de la administracion del farmaco en estudio.

Las evaluaciones durante el periodo de estudio incluyen observaciones clinicas realizadas 30 minutos y 1 hora
postdosis en busca de signos de toxicidad. Se realizaran observaciones diarias en las jaulas y se registrara la
apariencia general, signos de toxicidad, molestias y cambios en el comportamiento. Los pesos corporales y las
temperaturas corporales se registraran a intervalos regulares durante 21 dias postdosis.

Meétodos de analisis

Las concentraciones de interferédn beta en suero se cuantifican usando un bioensayo de efecto citopatico (ECP). El
ensayo de ECP mide los niveles de actividad antiviral mediada por interferén. El nivel de actividad antiviral en una
muestra refleja el nimero de moléculas de interferén activo contenidas en esa muestra en el momento en el que se
extrae la sangre. Esta aproximacion ha sido el método estandar para analizar la farmacocinética de interferén beta.
El ensayo de ECP usado en el estudio actual detecta la capacidad de interferon beta para proteger células de
carcinoma de pulmén humanas (A549, n° CCL-185, ATCC, Rockville, MD) a partir de la citotoxicidad debida al virus
de encefalomiocarditis (EMC). Las células se preincuban durante 15 a 20 horas con muestras de suero para permitir
la induccion y sintesis de proteinas inducibles por interferon que después provocan una respuesta antiviral.
Después, se afiade el virus EMC y se incuba durante 30 horas adicionales antes de hacer el analisis de la
citotoxicidad usando una tincién de violeta cristal. Se analiza un patrén de interferén beta interno, asi como un patrén
interno de conjugado con PEG, de forma concurrente con las muestras en cada placa de ensayo. Este patron se
calibra con respecto a un patrén de referencia de interferon natural de fibroblastos humanos (WHO Second
International Standard for Interferon, Human Fibroblast, Gb-23-902-53). Cada placa de ensayo también incluye
pocillos de control de crecimiento celular que no contienen ni interferéon beta de ningun tipo ni EMC, y pocillos de
control viral que contienen células y EMC pero sin interferon beta. Las placas de control que contienen el patron y las
muestras también se preparan para determinar el efecto, si procede, de las muestras sobre el crecimiento celular.
Estas placas se tifien sin la adicién de virus.

Las muestras y los patrones se analizan por duplicado en cada una de las dos placas de ensayo duplicadas, lo que
produce cuatro puntos por muestra. Se informa la concentracion media geomeétrica de los cuatro duplicados. El limite
de deteccion en este analisis es 10 unidades (U)/ml.

Las concentraciones séricas de neopterina se determinan en la unidad de farmacologia clinica usando analisis
disponibles comercialmente.

Farmacocinética y métodos estadisticos

Se usa el programa informatico RstripTM (MicroMath, Inc., Salt Lake City, UT) para ajustar los datos a modelos
farmacocinéticos. Se trazan las concentraciones medias geométricas por tiempo para cada grupo. Ya que los
resultados del ensayo se expresan en diluciones, las medias geométricas se consideran mas apropiadas que las
medias aritméticas. Las concentraciones de interferdn sérico se ajustan a los valores iniciales y las concentraciones
séricas indetectables se establecen en 5 U/ml, que representa un medio del limite de deteccién inferior.

Para los datos de infusion IV, se ajusta un modelo de infusion IV de dos compartimentos a las concentraciones
séricas detectables para cada sujeto, y los datos SC se ajustan a un modelo de inyeccion de dos compartimentos.

Se calculan los siguientes parametros farmacocinéticos:
(i) concentracion maxima observada, Cmax (U/ml);
(ii) area bajo la curva de 0 a 48 horas, ABC usando la regla trapezoidal;
(iii) semivida de eliminacion;
y de los datos de infusién IV (si se emplea IV):
(iv) semivida de distribucion (h);
(v) aclaramiento (ml/h);

(vi) volumen aparente de distribucion, Vd (L).

26



10

15

20

25

30

35

40

ES 2447772 T3

Se usa del programa informatico WinNonlin (Scientific Consulting Inc., Apex, NC) para calcular las semividas de
eliminacion después de inyeccion SC e IV.

Para neopterina, se presentan las medias aritméticas por tiempo para cada grupo. Se calcula Emax, la maxima carga
a partir del valor inicial. Cnax, ABC y Emax S€ someten a un analisis de varianza de un factor para comparar grupos de
dosis. Cmax Y ABC se transforman de forma logaritmica antes del analisis; se informan las medias geométricas.

Ejemplo 6: Evaluacion comparativa de la farmacocinética de interferén beta-1a PEGilado e interferén-beta-1a en
monos rhesus

Materiales y métodos

Se administré interferén beta-1a o IFN beta-1a PEGilado a monos rhesus en el dia 1 y otra vez en el dia 29 por via
intravenosa (IV) o subcutanea (SC) como se describié en el protocolo general del Ejemplo 5. En el dia 1, seis monos
recibieron IFN beta-1a (3 por via) y otros seis monos recibieron IFN beta-1a PEGilado (3 por via). En el dia 29 las
dosis se repitieron. La dosis IV se administré como una inyecciéon en embolada lenta en una vena cefalica o safena.

La dosis SC se administré bajo la piel de la espalda después de afeitar el sitio de inyeccion. Se recogi6é sangre por
medio de la vena femoral en los tiempos especificados y se dejé coagular para obtener suero. Se analizaron las
concentraciones de sustancias farmacologicas funcionales en el suero usando un método de ECP antiviral validado,
y las concentraciones de neopterina y f2-microglobulina sérica como medidas farmacodinamicas de la actividad. Se
calcularon los parametros farmacolégicos usando el programa informatico WinNonlin version 2.0 (Scientific
Consulting Inc., Apex, NC).

Los datos de concentracion se analizaron mediante métodos independientes de modelo estandar (analisis no
compartimental) para obtener los parametros farmacocinéticos. Se calcul6 el area bajo la curva (ABC) usando la
regla trapezoidal. Los analisis estadisticos, que incluyen la media aritmética y la desviacién estandar, se realizaron
usando del programa informatico Microsoft Excel version 5.0 (Microsoft Corp., Redmond WA). Los valores de
concentracion informados como inferiores a los limites de cuantificacion (BLQ) no se usaron en el analisis
farmacocinético. Debido al hecho de que diferentes ordenadores y programas informaticos redondean o truncan los
numeros de forma diferente, los valores en algunas tablas (p.ej. medias, desviaciones estandar o valores
individuales) pueden diferir ligeramente de los de otras tablas, a partir de los datos calculados de forma individual, o
a partir de los datos de los analisis estadisticos. Ni la integridad ni la interpretacion de los datos se vio afectada por
estas diferencias.

Resultados y discusion

Dentro de cada via de administracion, IFN beta-1a pegilado exhibié una biodisponibilidad superior (tal como se mide
mediante el area bajo la curva de concentracién sérica-tiempo). Ademas, el IFN beta-1a pegilado tuvo una
biodisponibilidad absoluta superior comparado con IFN beta-1a cuando se administré por via SC. Se resumen los
parametros farmacocinéticos en la Tabla 5. La administracion de IFN beta-1a pegilado por ambas vias IV y SC da
como resultado un incremento de la semivida, asi como el ABC de IFN beta-1a.

Tabla 5:

Media (+ desv. est.) BG9418 parametros farmacocinéticos después de administracion IV o SC (dosis 1) de 1 MU/kg
de IFN b-1a o IFN b-1a pegilado a monos Rhesus®

Formulacion (via de administracion) Crax Trmax ABC CL Vss T
U*h/ml (ml/kg) (ml/kg)
IFN B-1a 6400 0,083 4453 229 543 3,2
(% (x0) (x0) (£799) (£38) (£147) (£1,4)
IFN-B-1a pegilado (1V) 10800 0,083 34373 29 250 9,5
(£3811) (x0) (£3601) (£3) (£30) (£2,1)
IFN B-1a 277 5,3 4753 N/D N/D 10,0
(SC) (£75) (£1,2) (£3170) (£2,9)
IFN B-1a pegilado (SC) 1080 3,3 42283 N/D N/D 22,0
(£381) (£1,2) (£5934) (£3,4)
*n=3

Después de la administracion IV de la primera dosis, las concentraciones séricas maximas (Cmax) medias (+ desv.
est.) de IFN beta-1a e IFN beta-1a pegilado fueron 6400 (+ 0) y 10800 (£ 3,5) U/ml, respectivamente. Los valores de
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ABC medios (+ desv. est.) fueron 4453 (+ 799) y 34373 (+ 3601) U*h/ml, respectivamente. Después de la primera
administracion SC, la Cmax media (+ desv. est.) de IFN beta-1a e IFN beta-1a pegilado fueron 277 (+ 75) y 1080 (+
381) U/ml, respectivamente. Los valores de ABC medios (+ desv. est.) fueron 4753 (+ 3170) y 44952 (+ 1443)
U*h/ml, respectivamente.

Las concentraciones de neopterina sérica y 2-microglobulina sérica fueron elevadas después del tratamiento con
IFN-beta e IFN-beta pegilado, lo que indica actividad farmacolégica de los productos. A las dosis elevadas de los
compuestos de prueba usados, no hubo diferencia en la actividad farmacologica de IFN beta-1a e IFN beta-1a
pegilado por ninguna via de administracion (datos no mostrados).

Ejemplo 7: Analisis comparativo de la farmacocinética de interferon beta-1a pegilado e interferon-beta-1a en ratas
después de diversos modos de administracion

El propdsito de este estudio fue determinar la biodisponibilidad comparativa de interferén beta-1a e interferéon beta-
1a pegilado mediante diversas vias de administracion.

Materiales y métodos:

Se usaron ratas Lewis hembra (190 gramos cada una) para los analisis farmacocinéticos con dos ratas por
via/formulacién. Se aplicé una canula yugular y se administré interferon beta-1a humano o interferén beta-1a
humano 5K PEGilado o un interferén beta-1a humano 20K PEGilado (en un vehiculo que consistia en 14 mg/ml de
HSA en fosfato sédico 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7,2) de forma intravenosa, intraperitoneal, oral, subcutanea o
intratraqueal. La sangre se proceso varias veces a lo largo de un periodo de 72 horas a los 0, 5 min, 15 min, 30 min,
75 min, 3 h, 24 h, 48 h y 72 h. El protocolo se presenta en la Tabla 6. El bioensayo de efecto citopatico (ECP) se
llevé a cabo con las muestras de suero para detectar interferéon-beta en el suero. Los resultados generados con
interferén beta-1a sin modificar e interferon beta-1a pegilado con PEG 20K se presentan en la Tabla 7. En todos los
casos la pegilacion dio como resultado incrementos significativos en t/z y ABC.

Tabla 6
hIFN-B+a PEGilado 20K hIFN-B+a sin PEGilar
Intravenoso 0, 5, 15, 30, 75 min, 3, 0, 5, 15, 30, 75 min, 3,
— 24,48,72h — 5h
Intraperitoneal 0, 5, 15, 30, 75 min, 3, 0, 5, 15, 30, 75 min, 3,
P — 24,48,72h — 5h
Oral 0, 15, 30, 60, 90 min, 0, 15, 30, 60, 90 min,
— 4,7,24,48,72h |— 3,5,7h
0, 30, 60, 90 min, 0, 30, 60, 90 min,
Subcutaneo ] ]
4,7,24,48,72h 3,5,7,24h
0, 30, 60, 90 min, 0, 30, 60, 90 min,
Intratraqueal . |
4,7,24,48,72h 3,5,7,24h
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Tabla 7

Parametros farmacocinéticos después de administracion 1V, SC, IP o IT de interferon beta-1a (IFN) e IFN-beta 1a
pegilado (IFN-PEG) en ratas

Formulacion (via de administracion) Crax (U/ml) | Tmax (hr) ABC/dosis (U hr)/(ml pug) | T1z2 (hr)
IFN (dosis 1V, 20 pg) 64000 0,25 3035 1,25
IFN-PEG (dosis 1V, 3 pg) 23970 0,08 47728 8,44
IFN (dosis SC, 20 ug) 2400 1,00 464,4 0,96
IFN-PEG (dosis SC, 3 ug) 2400 7,0 14688 11,9
IFN (dosis IP, 20 pg) 26000 1,25 4159 1,53
IFN-PEG (dosis IP, 3 pg) 9700 1,25 52148 16,2
IFN-PEG (dosis IT, 15 pg) 240 1,5 70,7 1,29
IFN-PEG (dosis IT, 15 pg) 270 7,0 233,5 6,21

Ejemplo 8: Efecto anti-angiogénico de interferon beta-1a conjugado con polimero: Analisis de la capacidad de
interferén-beta-1a PEGilado para inhibir la proliferacién de células endoteliales in vitro

Se mantienen en cultivo células endoteliales venosas humanas (Cell Systems, n° de cat. 2V0-P75) y células
endoteliales microvasculares dérmicas humanas (Cell Systems, n° de cat. 2M1-C25) con CS-C Medium Kit (Cell
Systems, n° de cat. 4Z0-500). Veinticuatro horas antes del experimento las células se tratan con tripsina, y se
resuspenden en medio de ensayo, 90% de M199 y 10% de suero bovino fetal (FBS), y se ajustan a la densidad
celular deseada. Después las células se colocan en placas de 24 6 96 pocillos revestidas con gelatina, a 12.500
células/pocillo o a 2.000 células/pocillo, respectivamente.

Después de incubar durante la noche, el medio de ensayo se sustituye con medio fresco que contiene 20 ng/ml de
Fibroblast Growth Factor (Becton Dickinson, n° de cat. 40060) basico recombinante humano y diversas
concentraciones de proteinas de interferon-beta-1a conjugadas y sin conjugar o control positivo (se puede usar
endostatina como control positivo, como se podria hacer con un anticuerpo para bFGF). El volumen final se ajusta a
0,5 ml en la placa de 24 pocillos 0 0,2 ml en la placa de 96 pocillos.

Después de setenta y dos horas, las células se tratan con tripsina para contarlas en un Coulter, se congelan para la
lectura de fluorescencia con CyQuant, o se marcan con [3H] timidina. La inhibicién de la proliferacion de células
endoteliales in vitro mediante interferén-beta 1a conjugado y sin conjugar fue comparable, lo que indica que la
PEGilacion no interfirié con la capacidad del interferén para funcionar en esta situacion.

Este analisis in vitro analiza los efectos sobre la proliferacién de células endoteliales de las moléculas de interferén-
beta humano de la invencion, que pueden ser indicativos de efectos anti-angiogénicos in vivo. Véase O'Reilly, M.S.,
T. Boehm, Y. Shing, N. Fukal, G. Vasios, W. Lane, E. Flynn, J. Birkhead, B. Olsen, y J. Folkman. (1997). Endostatin:
An Endogenous Inhibitor of Angiogenesis and Tumor Growth. Cell 88, 277-285.

Ejemplo 9: Modelo in vivo para analizar los efectos anti-angiogénicos y de neovascularizacion del interferon-beta-1a
conjugado

Se ha desarrollado una diversidad de modelos para analizar los efectos anti-angiogénicos y de anti-
neovascularizacion de las moléculas descritas aqui. Algunos de estos modelos se han descrito en las patentes de
Estados Unidos n°s 5.733.876 (31 de mar. de 1998: "Método para inhibir la angiogénesis”) y 5.135.919 (4 de ago. de
1992: "Método y composicion farmacéutica para la inhibicion de la angiogénesis"). Otros ensayos incluyen el ensayo
de la membrana corioalantoidea (MCA) sin cascara de S. Taylor y J. Folkman; Nature, 297,307 (1982) y R. Crum. S.
Szabo y J. Folkman; Science. 230.1375 (1985); el modelo de antiangiogénesis del método de saco de aire dorsal en
ratéon de Folkman, J. et al.; J. Exp. Med., 133, 275 (1971) y el ensayo de microbolsa corneal en rata de Gimbrone,
M.A. Jr. et al., J. Natl. Cancer Inst. 52, 413 (1974) en el que la vascularizacion corneal se induce en ratas macho
adultas de la raza Sprague-Dawley (Charles River, Japdn) implantando miniesferas de 500 ng de FGF basico
(bovino, R & D Systems, Inc.) impregnado con EVA (copolimero de etileno-acetato de vinilo) en cada coérnea.

Otros métodos para analizar los efectos anti-angiogénicos de interferén-beta murino PEGilado en un modelo animal
incluyen (pero no se limitan a) los protocolos para cribar nuevos agentes antineoplasicos potenciales como se
describe en Cancer Chemotherapy Reports, parte 3, vol. 3, n® 2, septiembre de 1972 original y en el suplemento In
Vivo Cancer Models, 1976-1982, publicacion del NIH N° 84-2635, febrero de 1984.

Debido a las barreras entre especies de los interferones de tipo |, para analizar la actividad anti-angiogénica de
interferon-beta conjugado con polimero en modelos de roedores, se generan preparaciones de interferén-beta de
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roedor conjugado con polimero. Tales métodos de cribado se ejemplifican mediante un protocolo para analizar los
efectos anti-angiogénicos del interferén-beta murino pegilado sobre el carcinoma pulmonar de Lewis implantado de
forma subcutanea.

Origen de la linea tumoral:
Aparecio de forma espontanea en 1951 como un carcinoma de pulmon en un ratén C57BL/6.

Resumen de los procedimientos de ensayo: Se implanta un fragmento de tumor de forma subcutanea en la region
axilar de un ratén B6D2F1. El agente de ensayo (es decir, un interferon PEGilado de la invencién) se administra en
dosis diversas, de forma subcutanea (SC) o intraperitoneal (IP) en multiples dias después de la implantacion del
tumor. El parametro medido es el tiempo de supervivencia medio. Los resultados se expresan como un porcentaje
del tiempo de supervivencia de control.

Animales:
Propagacion: Ratones C57BL/6.
Ensayo: Ratones B6D2F 1

Peso: Los ratones deberian estar dentro de un intervalo de peso de tres gr con un peso minimo de 18 gr para los
machos y 17 gr para las hembras.

Sexo: Se usa un sexo para todos los animales de ensayo y de control en un experimento.
Fuente: Una fuente, si es factible, para todos los animales en un experimento.

Tamafio del experimento:

Diez animales por grupo de ensayo.

Transferencia del tumor:

Propagacion:

Fragmento: Preparar un fragmento de 2-4 mm de un tumor s.c. donante

Tiempo: Dia 13-15

Localizacion: Implantar el fragmento s.c. en la region axilar con una puncion en la regién inguinal.
Ensayo:

Fragmento: Preparar un fragmento de 2-4 mm de un tumor donante s.c.

Tiempo: Dia 13-15

Localizacion: Implantar el fragmento s.c. en la region axilar con una punciéon en la regién inguinal.
Calendario de ensayo:

Dia O0: Implantar el tumor. Establecer cultivos bacterianos. Ensayar el compuesto de control positivo en cada
experimento impar. Preparar los materiales. Registrar las muertes diariamente.

Dia1: Comprobar los cultivos. Descartar el experimento si estd contaminado. Aleatorizar los animales. Tratar
como se indico (en el dia 1y en los siguientes dias).

Dia2: Volver a comprobar los cultivos. Descartar el experimento si esta contaminado.

Dia 5: Pesar el dia 2 y el dia de la evaluacion inicial de la toxicidad del agente de ensayo.

Dia 14: Controlar las muertes prematuras.

Dia 48: Controlar los “no prendidos”.

Dia 60: Finalizar y evaluar el experimento. Examinar los pulmones macroscépicamente en busca de tumores.
Control de calidad:

Programar el calendario del compuesto de control positivo (NSC 26271 (citoxano a una dosis de 100
mg/kg/inyeccion)) en cada experimento impar, para el que el régimen es intraperitoneal solamente en el dia 1. El
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limite inferior de ensayo/control para el control positivo es el 140%. El tiempo de supervivencia medio del control sin
tratar aceptable es 19-35,6 dias.

Evaluacion:

El parametro medido es el tiempo de supervivencia medio. Calcular los pesos corporales medios de los animales
para el dia 1y el dia 5, calcular la proporcién ensayo/control para todos los grupos de ensayo. Se calculan los pesos
corporales medios de los animales para el dia de inicio y el dia de la evaluacion final. La proporcion ensayo/control
se calcula para todos los grupos de ensayo con >65% de supervivientes en el dia 5. Un valor de la proporciéon
ensayo/control <86% indica toxicidad. Una diferencia de cambio de peso corporal excesiva (ensayo menos control)
se puede usar también al evaluar la toxicidad.

Criterios de actividad:

Una proporcién inicial ensayo/control mayor o igual a 140% se considera necesariamente que demuestra una
actividad moderada. Un valor de la proporcion ensayo/control reproducible mayor o igual de 150% se considera
actividad significativa.
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<400> 2
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LISTADO DE SECUENCIAS
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aagaagcagc
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ccagaaggag
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tttcaccagg
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cctaaggaac

tccggagacg
aattttcagt
gacaggatga
gacgccgecat
tcatctagca
cagataaacc
ggaaaactca
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ser
1
Lys
GIn
Leu
GIn
65
GIn
Asn

Asn

Thr

Arg
145

Thr

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

ttctccggag acgatgatga caagatgagc tacaacttgc ttggattcct acaaagaagc

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Gly
Met
Cys
Lys
50

Glin
Asn
Glu
His
Ar

130
Ile

Ile

Thr

3
60

Gly

ser

Gln

35

Asp

Phe

Ile

Thr

Leu
115

g Gly

Leu
val

Gly

ADN
Homo sapiens

3

4
39

ADN
Homo sapiens

4

His
TYyr
20

Lys
Arg
GIn
Phe
Ile
100
LysS
Lys
His
Arg

Tyr

His
Asn
Leu
Met
Lys
Ala
85

val
Thr
Leu
Tyr
val

165

Leu

His
Leu
Leu
Asn
Glu
70

Ile
Glu

val

Met

Leu
150

Glu

Arg

His
Leu
Trp
Phe
55

Asp
Phe
AsSn

Leu

Ser
135

Lys
Ile

Asn
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His
Gly
Gln
40

Asp
Ala
Arg
Leu
Glu

120

Ser

Ala

Leu

His
Phe
25

Leu
Ile
Ala
Gin
Leu
105

Glu

Leu

Lys

Arg

Ser
10

Leu
Asn
Pro
Leu
Asp
90

Ala
Lys
His
Glu

Asn
170

Ser
Gln
Gly
Glu
Thr
75

ser
Asn
Leu
Leu
Tyr
155
Phe

gccgctcgag ttatcagttt cggaggtaac ctgtaagtc

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

5
35

ADN
Homo sapiens

5

agcttccggg ggccatcatc atcatcatca tagct

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

6
35

ADN
Homo sapiens

6

ccggagctat gatgatgatg atgatggccc ccgga

33

Gly
Arg
Arg
Glu
60

Ile
Ser
val

Glu

Lys
140

Ser His Cys Ala Trp
160

Asp Asp
ser ser
30

Leu Glu
45

Ile Lys
Tyr Glu
ser Thr

Tyr His
110

Lys Glu
125

Arg Tyr

Asp
15

Asn
Tyr
GIn
Met
Gly
95

Glin

Asp

Tyr

Asp
Phe
cys
Leu
Leu
80

Trp

Ile

Phe

Gly

Tyr Phe Ile Asn Arg
: 175

60

39

35

35
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<210> 7

<211> 87

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7
ccggagacga tgatgacaag atggcttacg ccgctcttgg agccctacaa gcttctageca
attttcagtg tcagaagctc ctgtggc

<210> 8

<211> 60

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8
gatctagcaa tgctgcctgt gctgccctcc tggctgcctt gaatgggagg cttgaatact

<210> 9

<211> 52

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 9
gcctcaagga caggatgaac tttgacatcc‘ctgaggagat*taagcagctg ca

<210> 10

<211> 76

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10

aattgaatgg gagggctgca gcttgcgctg cagacaggat gaactttgac atccctgagg
agattaagca gctgca

<210> 11

<211> 76

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11

aattgaatgg gaggcttgaa tactgcctca aggacagggc tgcatttgct atccctgcag
agattaagca gctgca

<210> 12

<211> 51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12
aattgaatgg gaggcttgaa tactgcctca aggacaggat gaactttgac a

<210> 13

<211> 43

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13
tccctgagga gattgctgca gctgcagett tcgctgeagce tga

<210> 14

<211> 78

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 14

34
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cgccgegttg accatctatg agatgctcgce taacatcgct agcattttca gacaagattc
atctagcact ggctggaa

<210> 15

<211> 78

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 15

cgccgecattg accatctatg agatgctcca gaacatcttt gctattttcg ctgcagettc
atctagcact ggctggaa

<210> 16

211> 72

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 16
ggaatgcttc aattgttgct gcactcctga gcaatgtcta tcatcagata aaccatctga
agacagttct ag

<210> 17

211> 72

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 17

ggaatgagac cattgttgag aacctcctgg ctaatgtcgc tcatcagata gcacatctgg
ctgcagttct ag

<210> 18

<211> 44

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 18 '
ctagctgcaa aactggctgc agctgatttc accaggggaa aact

<210> 19

<211> 69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 19

ctagaagaaa aactggagaa agaagcagct accgctggaa aagcaatgag cgcgctgcac
ctgaaaaga

<210> 20

<211> 51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 20
tattatggga ggattctgca ttacctgaag gccaaggagt actcacactg t

<210> 21

<211> 76

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 21
catgagcagt ctgcacctga aaagatatta tggggcaatt gctgcatacc tggcagccaa
ggagtactca cactgt

<210> 22

35
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catgagcagt ctgcacctga aaagatatta tgggaggatt
tgcatactca cactgtgcct ggacgat

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

23
87

ADN
Homo sapiens

23

catgagcagt ctgcacctga aaagatatta tgggaggatt
ggagtacgct gcatgtgcct ggacgat

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

24
50

ADN
Homo sapiens

24

cgtcagagct gaaatcctag caaactttgc attcattgca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met
1

cys
Lys
Gln
Asn

65
Glu

His
Arg
Ile
e

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

25

166

PRT
Homo sapiens

25
Ser

Gln
ASp

Phe
50

Ile
Thr
Leu
Gly
Leu
130
val

Gly

26

166

Tyr
Lys
Arg

35
Gln

Phe

Ile

Lys

Asn
‘Leu
20

Met
Lys
Ala

val

Thr

- 100

Lys
115
His
Arg

Tyr

PRT
Homo sapiens

Leu

Tyr

val

Leu

Leu

Leu

Asn 

Glu

Ile
Glu
85

val
Met

Leu

Glu

Leu

Trp

Phe

Asp

Phe
70

ASn
Leu
ser
LysS
Ile

150

Asn

Gly
Glin
Asp

Ala
5SS

Arg

Leu

Glu

Ser

Ala
135

Leu

Phe
Leu
Ile

40
Ala

Gln
Leu
Glu
Leu
120

LYyS

Arg

Leu
Asn
25

Pro
Leu
Asp
Ala
Lys
105
His
Glu

Asn

Gln
10°

Gly
Glu
Thr
Ser
Asn
90

Leu
Leu

Tyr

Phe

36

Arg

Arg

G1q

Ile

Ser
75

val
Glu
Lys

Ser

Tyr

ctgcattacc tgaaggccgce

ctgcattacc tgaaggcaaa

agacttacag’

ser
Leu
Ile
Tyr
60

Ser
Tyr
Lys
Arg
His
140
Phe

ser
Glu
Lys

45
Glu

Thr
His
Glu
1%

Cys

Ile

Asn
Tyr
30

Gln
Met
Gly
Glin
Asp
110
Tyr

Ala

Asn

Phe
15

Cys
Leu
Leu
Trp
Ile
95

Phe
Gly

Trp

Arg

Gln
Leu
Gln
Gln
Asn
80

Asn
Thr
Arg
Thr

Leu
160

60
87

60
87

50



<400>
Met
1
cys
LyS
Gln
Asn
65
Glu
His
Arg
Ile
Ile

145
Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

26
Ala

Gln
Asp
Phe
50

Ile
Thr
Leu
Gly
Leu
130

vatl

Gly

27
166

Tyr
Lys
Arg
35

GIn
Phe
Ile
Lys
Lys
115
His
Arg

Tyr

PRT
Homo sapiens

27

Ala
Leu
20

Met
Lys
Ala
val
Thr
100
Leu
Tyr
val

Leu

Mgt ser Tyr Asn

Cys Ala Ala Leu

20

Lys Asp Arg Met

Ala

Leu

Asn

Glu

Ile

Glu

85

val

Met

Leu

Glu

Leu

Leu

Asn

Leu
Trp
Phe
Asp
Phe
70

Asn
Leu
Ser
Lys
Ile

150

Asn

Leu
Ala

Phe
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Gly Ala
GIn Leu

Asp Ile
40

Ala Ala
55

Arg G1h
Leu teu
Glu Glu
ser Leu

120

Ala Lys
135

Leu Arg:

Gly Phe
Ala Leu

Asp Ile

teu Gln
10

Asn Gly
25

Pro Glu
Leu Thr
Asp Ser
Ala Asn
90

Lys Leu
105

His Leu

Glu Tyr

Asn Phe

Leu ggn Arg Ser Ser Asn Ala

Ala
Arg
Glu
Ile
ser
75

val
Glu

Lys

Ser

Tyr

ser
Leu
Ile
TYyr
60

Ser
TYyr
Lys
Arg
His
140
Phe

ser

Glu

Lys

45

Glu

Thr

His

Glu

Tyr

Cys

Ile

Asn

Tyr

30

Gln
Met
Gly
Gln
Asp
110
TYr

Ala

Asn

Phe
15

Cys
Leu
Leu
Trp
Ile
95

Phe
Gly

Trp

Arg

15

Asn Gly Arg Leu Glu Tyr Cys
25 30

Pro Glu Glu Ile Lys Gln Leu

37

Gln
Leu
Gln
Gln
Asn
80

Asn
Thr
Arg

Thr

Leu
160

Ala
Leu

GlIn



10

GIn Phe
50

Asn Ile
65

Glu Thr
His Leu
Arg Gly

Ile Leu
130

Ile val
145

Thr Gly

<210> 28

<211> 166

35
Gln

Phe
Ile
Lys
Lys
115
His

Arg

Tyr’

<212> PRT

<213>
<400> 28
Met Ser

1 _
Cys GIn

Ala Asp

GIn phe
50

Asn Ile
65

Glu Thr
His Leu
Arg Gly
Ile Leu

130

Ile val
145

Thr Gly

<210> 29

<211> 166

Tyr
Lys
Arg
35

Gln
Phe
Ile
Lys
LysS
115
His
Arg

Tyr

<212> PRT

<213>

Lys
Ala
val
Thr
100
Leu
Tyr

val

Leu

Homo sapiens

Asn
Leu
20

Met
Lys
Ala
val
Thr
100
Leu
Tyr

val

Leu

Homo sapiens

Glu
Ile
Glu
85

val
Met

Leu

Glu

Leu
Leu
Asn
Glu
Ile
Glu
85.
val

Met

Leu

Asp
Phe
70

Asn
Leu
Ser
Lys
Ile

150

Asn

Leu
Trp
Phe
Asp
Phe
70

Asn
Leu
Ser
Lys
Ile

150

Asn

Ala
55

Arg
Leu
Glu
Ser
Ala

135

Leu

Gly
Gln
Asp
Ala
SS

Arg
Leu
Glu
Ser
Ala

135

Leu
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40

Ala
GIn
Leu
Glu
Leu
120

Lys

Arg

Phe
Leu
Ile
40

Ala
Gln
Leu
Glu
Leu
120

Lys

Arg

Leu
Asp
Ala
Lys
105
His

Glu

Asn

Leu
Asn
25

Pro
Leu
Asp
Ala
Lys
105
His
Glu

Asn

Thr
Ser
Asn
90

Leu
Leu

Tyr

Phe

Gln
10

Gly
Glu
Thr
ser
Asn
90

Leu
Leu

TYyr

Phe

38

Ile
Ser
75

val
Glu
Lys

Ser

Tyr

Arg
Arg
Glu
Ile
Ser
75

val
Glu
Lys

Ser

Tyr

Tyr
60

Ser
Tyr
Lys
Arg
His
140
Phe

ser
Ala
Ile
Tyr
60

ser
Tyr
Lys
Arg
His
140
Phe

45
Glu

Thr
His
Glu
Tyr
125

Cys

Ile

Ser

Ala

Lys

45
Glu

Thr
His
Glu
Tyr
125

Cys

Ile

Met
Gly
Gln
Asp
110
Tyr

Ala

Asn

Asn

Ala
30

Gln

Met

Gly
GlIn
Asp
110
Tyr

Ala

Asn

Leu
Trp
Ile
95

Phe
Gly

Trp

Arg

Phe
15

Cys
Leu
Leu
Trp
Ile
95

Phe
Gly

Trp

Arg

Gln
Asn
80

Asn
Thr
Arg

Thr

Leu
160

Gln
Ala
Gln
GlIn
Asn
80

Asn

Thr

Arg

Thr

Leu
160



<400> 29
Met Ser
1

Cys GlIn
Lys Asp
Gln Phe

50

Asn Ile
65

Glu Thr
His Leu
Arg Gly
Ile Leu

130

ITe val
145

Thr Gly

<210> 30

<211> 166

TYr
Lys
Arg
35S

Gln
Phe
Ile
Lys
Lys
115
His
Arg

Tyr

<212> PRT

<213>
<400> 30

Asn
Leu
20

Ala
Lys
Ala
val
Thr
100
Leu
Tyr

val

Leu

Homo sapiens

Leu
5
Leu
Ala
Glu
Ile
Glu
85
val
Met
Leu

Glu

Arg

Leu
Trp

pPhe

Asp

Phe

70

Asn

Leu

ser

Lys

Ile

Gly

Gln

Ala

Ala

55 .

Arg
Leu
Glu
Ser
Ala

135

Leu

150 °

Asn
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Phe
Leu
Ile
40

Ala
Gln
Leu
Glu
Leu
120

Lys

Arg

Leu GIn Arg Ser Ser Asn Phe Gin
10 15

Ash
25

Pro
Leu
Asp
Ala
LyS
105
His
Glu

Asn

Gly
Ala
Thr
Ser
Asn
90

Leu
Leu

Tyr

Phe

39

Arg
Glu
Ile
Ser
75

val
Glu
Lys

ser

Tyr
155

Leu
Ile
Tyr
60

ser
Tyr
Lys
Arg
His
140
Phe

Glu Tyr Cys
30

Lys
45

Glu
Thr
His
Glu
Tyr
125

Cys

Ile

Gln
Met
Gly
GIn
Asp
110
Tyr

Ala

Asn

Leu
Leu
Trp
Ile
95

Phe
Gly

Trp

Arg

Leu

Gln
Glin
Asn
80

Asn
Thr
Arg

Thr

Leu
160



Met
1
Ccys
Lys
Ala
Asn.

65

Glu
His
Arg

Ile

ser
Gln
Asp
Phe
50

Ile

Thr

Leu

Gly L

Leu

- 130

Ile
145

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Met

Cys
Lys
Gln
Asn
65

Glu
His
Arg

Ile

Ile

val

Gly

31

166

Tyr
Lys
Arg
35

Ala
Phe

Ile

Lys

Arg

Tyr

PRT
Homo sapiens

31
Ser

GlIn
Asp
Phe
50

Ile

Thr

Leu

Gly

Leu
130

val

145"

Thr

Gly

Tyr
Lys
Arg
35

GlIn
Ala
Ile
Lys
Lys
115
His
Arg

Tyr

Asn
Leu
20

Met
Ala
Ala
val
Thr
100
Leu
Tyr

val

Leu

Asn
Leu
20

Met
Lys
Ser
val
Thr
100
Leu
Tyr

val

Leu

Leu
Leu
Asn
Ala
Ile
Glu
85

val

Met

Leu

Glu

Arg

Leu
Leu
Asn
Glu
Ile
Glu
85

val
Met
Leu

Glu

Leu
Trp
Phe
Asp
Phe
70

Asn
Leu
ser

Lys

Ile
150

Asn

Leu
Trp
Phe
Asp
Phe
70

Asn
Leu
Ser
Lys
Ile

150

Asn

Gly
Gln
Asp
Ala
55

Arg
Leu
Glu
Ser
Ala

135

Leu

Gly
Gln
Asp
Ala
55

Arg
Leu
Glu
ser
Ala

135

Leu
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Phe
Leu
Ile
40

Ala
Gln
Leu
Glu
Leu
120

Lys

Arg

Phe
Leu
Ile
40

Ala
Gln
Leu
Glu
Leu
120

Lys

Arg

Leu
Asn
25

Pro
Leu
Asp
Ala
Lys
105
His
Glu

Asn

Leu
Asn
25

Pro
Leu
Asp
Ala
Lys
105
His
Glu

Asn

GIn
10

Gly
Glu
Thr
Ser
Asn
90

Leu
Leu

Tyr

Phe

Gln
10

Gly
Glu
Thr
ser
ASh
90

Leu
Leu

Tyr

Phe

40

Arg
Arg
Glu
Ile
55
val
Glu
Lys

ser

Tyr

Arg
Arg
Glu
Ile
Ser
75

val
Glu
Lys

Ser

Tyr

Ser
Leu
Ile
Tyr
60

Ser
Tyr
Lys
Arg
His
140
Phe

ser
Leu
Ile
Tyr
60

ser
Tyr
Lys
Arg
His
140

Phe

ser
Glu
Ala
45

Glu
Thr
His
Glu
Tyr
125
Cys

Ile

Ser
Glu
Lys
45

Glu
Thr
His
Glu
Tyr
125

Cys

Ile

Asn
Tyr
30

Ala
Met
Gly
GIn
ASp
110
Tyr

Ala

Asn

Asn
TYr
30

GIn
Met
Gly
GIn
Asp
110
Tyr

Ala

Asn

Phe
15

Cys
Ala
Leu
Trp
Ile
95

Phe
Gly

Trp

Arg

Phe
15

Cys
Leu
Leu
Trp
Ile
95

Phe
Gly

Trp

Arg

GIn
Leu

Ala

Asn
‘80

Asn
Thr
Arg

Thr

Leu
160

GIn
Leu
Gln
Ala
Asn
80

Asn
Thr
Arg

Thr

Leu
160
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<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Met
1
Ccys
Lys
Gln
Asn
65
Glu

His
Arg
Ile

Ile
145

Thr
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

32
166
PRT

Homo sapiens

32

ser Tyr

Gln

Asp

Phe

'50

Ile
Thr
Leu
Gly
Leu

130
val

Gly Tyr tLeu

33
166
PRT

LyS
Arg
35

GlIn
Phe
Ile
Lys
LysS
115
His

Arg

Asn
Leu
20

Met
Lys
Ala
val
Thr
100
Leu

Tyr

val

Homo sapiens

33

Leu Leu
)

teu Trp

Asn Phe

Glu Asp

Ile Phe
70

‘Glu Asn

85
val Leu

Met Ser
Leu Lys
Glu Ile

150

Arg Asn
165

Gly
Gln
Asp
Ala
55

Ala
Leu
Glu
ser
Ala

135

Leu
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Phe
Leu
Ile
40

Ala
Ala
Leu
Glu
Leu
120

Lys

Arg

Leu
Asn
25

Pro
Leu
Ala
Ala
Lys
105
His
Glu

Asn

Gln
10

Gly
Glu
Thr
ser
Asn
90

Leu
Leu

Tyr

Phe

41

Arg
Arg
Glu
Ile
ser
75

val
Glu
Lys

Ser

TYr

Ser
Leu
Ile
Tyr
60

ser
Tyr
Lys
Arg
His
140
Phe

Ser
Glu
3
Glu
Thr
His
Glu
Tyr
Cys

Ile

Asn
Tyr
30

Glin

Met

Gly

GlIn
ASp
110
Tyr

Ala

Asn

Phe
15

Cys
Leu
Leu
Trp
Ile

95
Phe

Gly

Trp

Arg

Gln
Leu
Gln
Gln
Asn
80

Asn
Thr
Afg
Thr

Leu
160



Met Ser
1

Cys Gln
Lys Asp

GIn Phe
50

Asn Ile
65

Ala Sef
His Leu
Arg Gly
Ile Leu

130

Ile val
145

Thr Gly

<210> 34

Tyr
Lys
Arg
35

GIn
Phe
Ile
LysS
Lys
115
His
Arg

Tyr

<211> 166
<212> PRT

<213>

<400> 34
Met Ser
1

Cys GlIn
Lys Asp
GIn Phe

50
Asn Ile

65
Glu Thr
His Leu

Arg Gly

Ile Leu

ASn
Leu
20

Met
Lys
Ala
val
Thr
100
Leu
Tyr

val

Leu

Homo sapiens

Tyr Asn

Lys
Arg
35

Gln
Phe
Ile
Ala
Lys

115

His

Leu
20

Met
Lys
Ala
val
Ala
100

Leu

Tyr

Leu
Leu
Asn
Glu
Ile
Ala
85

val
Met
Leu

Glu

Arg

Leu
5
Leu
Asn
Glu
Ile
Glu
85
val

Met

Leu

Leu
Trp
Phe
Asp
e
Ala
Leu
Ser
Lys
Ile

150

Asn

Leu
Trp
Phe
Asp
Phe
70

Asn
Leu

Ser

Lys

Gly
Gln
Asp
Ala
55

Arg

Leu

Glu

ser

Ala
135

Leu

Gly
Gln
Asp
Ala
55

Arg
Leu
Glu

Ser

Ala
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Phe

Leu

Ile

40
Ala

Gln
Leu
Glu
Leu
120

Lys

Arg

Phe
Leu
e
Ala
Gln
Leu
Glu
Leu

120
Lys

Leu
Asn
25

Pro
Leu
Asp
ser
Lys
105
His
Glu

Asn

Leu
Asn
25

Pro
Leu
Asp
Ala
Lys
105
His

Glu

Glin
10

Gly
Glu
Thr
ser
Asn
90

Leu
Leu
Tyr

Phe

Gln
10

Gly
Glu
Thr
Ser
Asn
90

Leu

Leu

Tyr

42

Arg
Arg
Glu
Ile
H
val
Glu
Lys

Ser

Tyr

Arg
Arg
Glu
Ile
Ser
75
val
Glu

Lys

ser

ser
Leu
Ile
Tyr
60

Ser
Tyr
Lys
Arg
His
140
Phe

ser
Leu
Ile
Tyr
60

Ser
Ala
Lys

Arg

His

ser
Glu
LysS
45

Glu
Thr
His
Glu
Tyr
125

Cys

Ile

ser
Glu
Glu
Thr
His
Glu
Tyr

125
cys

Asn
TYyr
30 .
Gln
Met
Gly
GIn
Asp
110
Tyr

Ala

Asn

Asn
Tyr
30

Gln
Met
Gly
Gln
Asp
110

Tyr

Ala

Phe
15

Cys
Leu
t.eu
Trp
Ile
95

Phe
Gly

Trp

Arg

Phe
15

Cys
Leu
Leu
Trp
Ile
95

Phe

Gly

Trp

Gln
Leu
GlIn
Gln
Asn
80

Asn
Thr
Arg

Thr

Leu
160

Leu
Gln
Gln
Asn’
80
Ala
Thr

Arg

Thr
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130

ITe val Arg val

145

Thr Gly Tyr Leu

<210> 35

<211> 166
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35

Met Ser
1

Cys Gln

Lys Asp

GIn Phe
50

Asn Ile
65

Glu Thr
His Leu
Arg Gly
Ile Leu

130

Ile val
145

Thr Gly

<210> 36

Tyr Ash
Lys Leu
20

Arg Met
35

GlIn Lys

Phe Ala

Ile val

Lys Thr
100

Lys Leu
115

His Tyr
Arg val

Tyr Leu

<211> 166
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36

Glu

Arg

Leu
Leu
Asn
Glu
Ile
Glu
85

val
Met

Leu

Glu

150

Asn

Leu
Trp
phe
Asp
Phe
70

Asn
Leu
ser
Lys
Ile

150

Asn
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135

Gly Phe
GIn Leu

Asp I1é
40

Ala Ala
55

Arg GlIn
Leu Leu
Ala Ala

Ser Leu
120

Ala Lys
135

Leu Arg

Leu
Asn
25

Pro
Leu
Asp
Ala
Lys
105
His
Glu

Asn

Gln
10

Gly
Glu
Thr
ser
Asn
90

Leu
Leu

Tyr

Phe

43

Arg
Arg
Glu
Ile
Ser
75

val
Ala
Lys

ser

Tyr

140

ser
Leu
Ile
TYr
60

ser
Tyr
Ala
Arg
His
140
Phe

Ser
Glu
Lys
45

Glu
Thr
His
Ala
TYyr
125
Ccys

Ile

ASNn
Tyr
30

GlIn
Met
Gly
GlIn
Asp
110
Tyr

Ala

Asn

Ile Leu Arg Asn Phe Igg Phe Ile Asn Arg Leu

Phe
15

Cys
Leu
Leu
Tr‘p
Ile
95

Phe
Gly

Trp

Arg

160

Gln
Leu
Gln
Gln
Asn
80

Asn
Thr
Arg

Thr

Leu
160



Met
Cys
Lys
Gln
Asn
65
Glu
His
Ala
Ile
Ile

145
Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Met
1

cys
Lys
Gln
Asn
65

Glu
His
Arg
Ile
Ile

145
Thr

ser
Gln
Asp
Phe
50

Ile

Thr

Leu
Gly
Leu
130
val

Gly

37

166

Tyr
Lys
Arg
35

GIn
Phe

Ile

Lys
Lys
115
His

Arg

Tyr

PRT
Homo sapiens

37
Ser

Gln
Asp
Phe
50

Ile
Thr
Leu
Gly
Ala
130

val

Gly

AsSn
Leu
20

Met
Lys
Ala

val

Thr
100

Ala
Tyr
val

Leu

Tyr Asn

Lys
Arg
35

GIn
Phe
Ile
Lys
Lys
115
Ala

Arg

Tyr

Leu
20

Met
Lys
Ala
val
Thr
100
Leu
Tyr

val

Leu

Leu

Leu

Asn

Glu

Ile

Glu

85
val

Met

Leu

Glu

Leu

Leu

Asn

Glu

Ile

Glu

85

val

Met

Leu

Glu

Leu
Trp
Phe
Asp
Phe
70

Asn

Leu
sSer
Lys
Ile

150

Asn

Leu
Trp
Phe

Asp

Gly
GlIn
Asp

Ala
55

Arg

Leu

Glu

Ala
Ala
135

Leu

Gly

GlIn

Asp

Ala

55

Phe
70

"Asn

Leu
ser
Ala
Ile

150

Asn

Arg
Leu
Glu
ser
Ala

135

Leu

ES 2447772 T3

Phe
Leu
Ile
40

Ala
Gln

Leu

Glu

Leu
120
Lys

Arg

Phe
Leu
Ile
40

Ala
GIn
Leu
Glu
Leu
120

Lys

Arg

Leu
AsSn
25

Pro
Leu
Asp

Ala

Lys
105
His

Glu

_Asn

Leu
AsSn
25

Pro
Leu
Asp
Ala
Lys
105
His
Glu

Asn

GlIn
10

Gly
Glu
Thr
ser
Asn

90

Leu

Leu
Tyr

Phe

Gln
10

Gly
Glu
Thr
ser
Asn
90

Leu
Leu

Tyr

phe

44

Arg
Arg
Glu
Ile
ser
75

val

Glu

Lys
Ser

Tyr

Arg
Arg
Glu
Ile
Ser
75

val
Glu
Lys

Ser

Tyr
155

Ser
Leu
Ile
Tyr
60

ser
Tyr

Lys
Arg
His
140
Phe

Ser
Leu
Ile
Tyr
60

Ser
Tyr
Lys
Arg
His
140
Phe

ser
Glu
Lys
45

Glu
Thr
His
Glu

Tyr
125
Cys

Ile

Ser
Glu
Lys

45
Glu

Thr

His
Glu
Tyr
125

Cys

Ile

Asn
Tyr
30

Gln

Met

Gly

GlIn

Ala
110

Tyr
Ala

Asn

Asn
Tyr
30

GIn
Met
Gly
Gln
Asp
110
Tyr

Ala

Asn

Phe
15

Cys
Leu
Lteu
Trp
Ile

95
Ala

Gly
Trp

Arg

Phe
15

Cys
Leu
Leu
Trp
Ile
95

Phe
Gly

Trp

Arg

Gln
Leu
Gln
Gln
Asn
80

Asn

Thr

Arg

Thr

Leu
160

Gln

Leu

Gln

Asn
80

Asn
Thr
Ala

Thr

Leu
160
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

38

166
PRT
Homo sapiens

38

Mgt ser Tyr Asn

Ccys

Lys

Gln

Asn
65

Glu

His

Arg

Ile

Ile
145

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

GlIn
Asp
Phe

50
Ile

Thr
Leu
Gly
Leu
130
val

Gly

39

166

Lys
Arg
35

Gln

Phe

Ile

Lys

Lys
115

His

Arg

Tyr

PRT
Homo sapiens

39

Leu
20

Met
Lys
Ala

val

Thr
100

Leu

Tyr

Va1\

Leu

Leu
5
Leu
Asn
Glu

Ile

Glu
85

val
Met
Leu

Glu

Arg

Leu

Trp

Phe

Asp

Phe
70

Asn

Leu

Ser

Lys

Ile

150

Asn

Gly
GIn
Asp
Ala

55
Arg

Leu
Glu
Ser
Ala

135

Leu
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Phe
Leu
Ile
40

Ala

GlIn

Leu
Glu
Leu
120

Ala

Arg

Leu
Asnh
25

Pro
Leu
Asp
Ala
Lys
105
His
Ala

Asn

Gln
10

Gly
Glu
Thr
ser
Asn
90

Leu
Leu

Tyr

Phe

45

Arg

Arg.

Glu

Ile

ser
75

val

Glu

Lys

Ser

Tyr
155

ser
Leu
Ile
Tyr

60

Ser
Tyr
Lys
Arg
His
140
Phe

ser
Glu
Lys
45

Glu
Thr
His
Glu
Tyr
125

cys

Ile

Asn
Tyr
30

Gln

Met

Gly

Gln
Asp
110
Tyr

Ala

Asn

Phe
15

cys
Leu

Leu

Trp

Ile
95

Phe
Gly

Trp

Arg

Gln
Leu
Gln
Gln

Asn
80

Asn
Thr
Arg
Thr

Leu
160



Met Ser
1

Cys Gln
Lys Asp

GIn Phe
50

Asn Ile

65

Glu Thr

His Leu

Arg Gly

Ile Leu
130

ITe Vval
145

Thr Gly

<210> 40
<211> 166

Tyr
Lys
Arg
35

Gln
Phe
Ile
LysS
LysS
115
His
Arg

Tyr

<212> PRT

<213>
<400> 40

Asn
Leu
20

Met
Lys

Ala

val

Thr

100

Leu

Tyr

val

Leu

Homo sapiens

Met Ser Tyr Asn
1

Cys GIn Lys Leu
' , 20

Lys Asp Arg Met
35

Leu

Leu

Asn

Glu

Ile

Glu

85

val

Met

Leu

Glu

Arg

Leu
Trp
Phe
Asp
Phe
70

Asn
Leu
Ser
Lys
Ile

150

Asn

Gly
Gln
Asp
Ala
55

Arg
Leu
Glu
Ser
Ala

135

Leu

Lgu Leu Gly

Leu Trp Gln

Asn Phe Asp
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Phe
Leu
Ile
40

Ala
Gln
Leu
Glu
Leu
120

Lys

Arg

Phe

Leu

Ile
40

Leu
Asn
25

Pro
Leu
Asp
Ala
Lys
105
His
Glu

Asn

Gln
10

Gly
Glu
Thr
Ser
AsSn
90

Leu
Leu

Tyr

Phe

Arg
Arg
Glu
Ile
ser
75

val
Glu
Lys

Ala

TYyr
155

Ser
Leu
Ile
Tyr
60

ser
TYyr
Lys
Arg
Ala

140
phe

Leu GIn Arg Ser
10

Pro Glu Glu Ile

46

ser
Glu
Glu
Thr
His
Glu
Tyr

Cys

Ile

Asn Phe
15
Tyr Cys
30
Gln Leu
Met Lgu
Gly Trp
Gln Ile

95
Asp Phe
110
Tyr Gly
Ala Trp

Asn Arg

Gln

Leu

GIn

GIn

Asn

80

Asn

Thr

Arg

Thr

Leu
160

Ser Asn Phe Gln
‘ 15

Asn Gly Arg Leu Glu Tyr Cys Leu
25 30

Lys GIn Leu GIn
45



Gln
Asn
65
Glu
His
Arg
Ile
Ile

145
Thr

Phe
S0

Ile
Thr
Leu
Gly
Leu
130

val

Gly

Gln
Phe
Ile
Lys
Lys
115
His
Arg

Tyr

Lys
Ala
val
Thr
100
Leu
Tyr

Ala

Leu

Glu
Ile
Glu
85

val
Met
Leu

Glu

Arg

Asp
Phe
70

Asn
Leu
Ser
Lys
Ile

150

Asn

Ala
58

Arg

Leu

Glu

ser

Ala
135

Leu
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Ala
GIn
Leu
Glu
Leu
120

Lys

Ala

Leu
Asp
Ala
15
His
Glu

Asn

Thr
ser
Asn
90

Leu
Leu
Tyr

Phe

47

Ile
Ser
75

val

Glu

Lys

Ser

Ala

Tyr
60

Ser
Tyr
Lys
Arg
His
140
Phe

Glu
Thr
His
Glu
Tyr
125
cys

Ile

Met
Gly
Gln
Asp
110
Tyr

Ala

Ala

Leu
Trp
Ile

95
Phe

G’Iy-'

Trp

Arg

GlIn
Asn
80

AsSn
Thr
Arg

Thr

Leu
160



10

15

20

25

30

ES 2447772 T3

REIVINDICACIONES

1. Una composicidon que comprende un interferon-beta-1a o una proteina de fusiéon que comprende el interferén-
beta-1a, en la que el interferén-beta-1a consiste en la secuencia de aminoacidos:

MSYNLLGFLQRSSNFQCQKLLWQLNGRLEYCLKDRMNEFDIPEETKQLQQFQKED
AALTIYEMLONIFATIFRQDSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEK
EDFTRGKLMSSLHLKRYYGRILHYLKAKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTG

YLRN, y

en la que el interferén-beta-1a esta acoplado a un Unico polimero que no se da de forma natural en el extremo N-
terminal de dicho interferon-beta-1a, en el que el acoplamiento entre el interferon-beta-1a y dicho polimero es
obtenible mediante el uso de un método de alquilacion reductora, y en el que dicho polimero comprende un resto de
polialquilenglicol.

2. Lacomposicion de la reivindicacion 1, en la que la proteina de fusién comprende una porcién de una molécula
de inmunoglobulina.

3. La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en la que el polimero tiene un peso molecular
de alrededor de 5 a alrededor de 40 kilodaltons.

4.  Una composicion farmacéutica que comprende la composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

5. El uso de la composicién de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para la preparacion de una composicion
farmacéutica.

6. El uso de la composicién de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para la preparacién de una composicion
farmacéutica para el tratamiento de tumores y canceres, afecciones autoinmunitarias, enfermedades virales o
enfermedades angiogénicas.

7. El uso de la reivindicacion 6, en el que dichos tumores y canceres se seleccionan del grupo que consiste en
sarcoma osteogénico, linfoma, leucemia linfatica aguda, carcinoma de mama, melanoma o carcinoma nasofaringeo.

8. El uso de la reivindicacion 6, en el que dichas afecciones autoinmunitarias se seleccionan del grupo que
consiste en fibrosis, lupus y esclerosis miltiple.

9. Eluso de la reivindicacion 6, en el que dichas enfermedades virales se seleccionan del grupo que consiste en
infeccion por ECM, gripe, infecciones virales de las vias respiratorias, rabia y hepatitis.

10. El uso de la reivindicacion 6, en el que dichas enfermedades angiogénicas se seleccionan del grupo que
consiste en retinopatia diabética, retinopatia de la prematuridad, degeneraciéon macular, rechazo de injerto corneal,
glaucoma neovascular, fibroplasias retrolenticulares, rubeosis y sindrome de Osler-Webber.

11. Una composicién que comprende un mutante de interferon-beta-1a o una proteina de fusién que comprende el
mutante de interferén-beta-1a, en el que el mutante de interferon-beta-1a consiste en una secuencia de aminoacidos
seleccionada de:
(1) MAYAALGALQASSNEFQCQKLLWQLNGRLEYCLKDRMNEDIPEEIKQLQQFQKED
AALTIYEMLONIFAIFRQODSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDFTR

GKLMSSLHLKRYYGRILHYLKAKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN,

(i) MSYNLLGFLQRSSNAACAALLAALNGRLEYCLKDRMNEFDIPEETIKQLQQFQKED
AALTIYEMLONIFAIFRQDSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDEFTR

GKLMSSLHLKRYYGRILHYLKAKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN,

(iii) MSYNLLGFLQRSSNFQCQKLLWQLNGRAAACAADRMNEFDIPEEIKQLOQFQKED
AALTIYEMLONIFAIFRQDSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDFTR

GKLMSSLHLKRYYGRILHYLKAKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN,
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(iv) MSYNLLGFLQRSSNFQCQKLLWQLNGRLEYCLKDRAAFAIPAEIKQLQQFQKED
AALTIYEMLONIFAIFRQDSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDFTR

GKLMSSLHLKRYYGRILHYLKAKEYSHCAWTIVRVEILRNEFYFINRLTGYLRN,

W) MSYNLLGFLQRSSNFQCQKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEETAAAAAFAAAD
AALTIYEMLONIFAIFRQDSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDFTR

GKLMSSLHLKRYYGRILHYLKAKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN,

(vi) MSYNLLGFLQRSSNFQCQKLLWQLNGRLEYCLKDRMNEFDIPEEIKQLQQFQKED
AALTIYEMLANIASIFRQDSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDEFTR
GKLMSSLHLKRYYGRILHYLKAKEYSHCAWTIVRVEILRNEFYFINRLTGYLRN,

(vii) MSYNLLGFLQRSSNFQCQKLLWQLNGRLEYCLKDRMNEFDI PEEIKQLQQFQKED
AALTIYEMLQNIFAIFAAASSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDFTR

GKLMSSLHLKRYYGRILHYLKAKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN,

(viil) MSYNLLGFLQRSSNFQCQKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEEIKQLQQFQKED
AALTIYEMLONIFAIFRQDSSSTGWNASIVAALLSNVYHQINHLKTVLEEKLEKEDFTR
GKLMSSLHLKRYYGRILHYLKAKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN,

(ix) MSYNLLGFLORSSNFQCQKLLWQLNGRLEYCLKDRMNEFDIPEETKQLQQFQKED
AALTIYEMLONIFATIFRQDSSSTGWNETIVENLLANVAHQIAHLAAVLEEKLEKEDFTR

GKLMSSLHLKRYYGRILHYLKAKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN,

x) MSYNLLGELQRSSNFQCQKLLWQLNGRLEYCLKDRMNEDIPEETIKQLQQEFQKED
AALTIYEMLONIFAIFRODSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLAAKLAAADETR

GKIMSSLHLKRYYGRILHYLKAKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN,

(xi) MSYNLLGFLQRSSNFQCQKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEEIKQLQQFQKED
AALTIYEMLONIFAIFRODSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEAATA

GKAMSALHLKRYYGRILHYLKAKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN,

(xii) MSYNLLGFLQRSSNFQCQKLLWQLNGRLEYCLKDRMNEFDIPEEIKQLOQFQKED
AALTIYEMLONIFAIFRQDSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDFEFTR

GKLMSSLHLKRYYGATIAAYLAAKEYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN,

(xiii)) MSYNLLGFLQRSSNFQCQKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEEIKQLQQFQKED
AALTIYEMLONIFAIFRQDSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDFTR

GKLMSSLHLKRYYGRILHYLKAAAYSHCAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN,
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(xiv) MSYNLLGFLQRSSNFQCQOKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEEIKQLQQFQKED
AALTIYEMLONIFATFRQODSSSTGWNETIVENLLANVYHQINEHLKTVLEEKLEKEDFTR

GKLMSSLHLKRYYGRILHYLKAKEYAACAWTIVRVEILRNFYFINRLTGYLRN,

(xv) MSYNLLGFLQRSSNFQCOKLLWQLNGRLEYCLKDRMNFDIPEEIKQLQQFQKED
AALTIYEMLONIFAIFRQDSSSTGWNETIVENLLANVYHQINHLKTVLEEKLEKEDETR

GKLMSSLHLKRYYGRILHYLKAKEYSHCAWTIVRAEILANFAFIARLTGYLRN, Y

en la que el mutante de interferén-beta-1a esta acoplado a un Unico polimero que no se da de forma natural en el
extremo N-terminal de dicho mutante de interferén-beta-1a, en el que el acoplamiento entre el mutante de interferén-
beta-1a y dicho polimero es obtenible mediante el uso de un método de alquilacién reductora, y en el que dicho
polimero comprende un resto de polialquilenglicol.

12. La composicién de la reivindicaciéon 11, en la que la proteina de fusidon comprende una porcién de una molécula
de inmunoglobulina.

13. Una composicion farmacéutica que comprende la composicion de cualquiera de las reivindicaciones 11 a 12.

14. Un método in vitro para prolongar la actividad del interferon-beta-1a en un sistema in vitro, que comprende
acoplar dicho interferén-beta-1a en el extremo N-terminal a un Unico resto de polimero que no se da de forma natural
mediante el uso de un método de alquilacién reductora para proporcionar una composicion de polimero-interferon-
beta-1a acoplado, e introducir la composicién de polimero-interferén-beta-1a acoplado en el sistema in vitro, y dicho
resto de polimero que no se da de forma natural comprende un resto de polialquilenglicol.

15. El uso de un resto de polimero que no se da de forma natural para proporcionar una composicién de polimero-
interferon-beta-1a acoplado como se definié en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para la preparaciéon de una
composicion farmacéutica, y dicho resto de polimero que no se da de forma natural comprende un resto de
polialquilenglicol.

16. EIl uso de la composicién de la reivindicacion 3 para la preparacion de una composicion farmacéutica para
inhibir la angiogénesis en un sujeto.

17. La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, 11 y 12, en la que el polimero es polietilenglicol.

18. La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, 11, 12y 17, en la que el polimero tiene un peso
molecular de entre 10.000 y 40.000 daltons.

19. La composicién segun la reivindicacion 18, en la que el polimero tiene un peso molecular de 20.000 daltons.

20. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para el uso en el tratamiento de tumores y
canceres, afecciones autoinmunitarias, enfermedades virales o enfermedades angiogénicas.

21. La composicion para el uso segun la reivindicacion 20, en la que dichos tumores y canceres se seleccionan del
grupo que consiste sarcoma osteogénico, linfoma, leucemia linfatica aguda, carcinoma de mama, melanoma o
carcinoma nasofaringeo.

22. La composicion para el uso segun la reivindicacion 20, en la que dichas afecciones autoinmunitarias se
seleccionan del grupo que consiste en fibrosis, lupus y esclerosis multiple.

23. La composicion para el uso segun la reivindicacion 20, en la que dichas enfermedades virales se seleccionan
del grupo que consiste en infeccion por ECM, gripe, infecciones virales de las vias respiratorias, rabia y hepatitis.

24. La composicion para el uso segun la reivindicacion 20, en la que dichas enfermedades angiogénicas se
seleccionan del grupo que consiste en retinopatia diabética, retinopatia de la prematuridad, degeneraciéon macular,
rechazo de injerto corneal, glaucoma neovascular, fibroplasias retrolenticulares, rubeosis y sindrome de Osler-
Webber.

25. La composicién de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para el uso en el tratamiento de la esclerosis
multiple.

26. El uso de la composicién de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para la preparacién de una composicion
farmacéutica para el tratamiento de la esclerosis multiple.
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