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DESCRIPCION
Polipéptidos de eritropoyetina de accion prolongada y usos de los mismos

CAMPO DE LA INVENCION

Se desvelan polipéptidos, y polinucledtidos que los codifican, que comprenden péptidos carboxi terminales (CTP) de
gonadotropina coriénica unidos a un péptido de interés. También se desvelan composiciones farmacéuticas que
comprenden los polipéptidos de la invencion y usos de los mismos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los polipéptidos son susceptibles a la desnaturalizacién o la degradacion enzimatica en la sangre, higado o rifién.
Por consiguiente, los polipéptidos tipicamente tienen semividas en circulacion cortas de varias horas. Debido a su
baja estabilidad, los farmacos peptidicos se administran habitualmente en una frecuencia sostenida para mantener
una concentracion en plasma eficaz del péptido activo. Ademas, ya que los farmacos peptidicos se administran
habitualmente por infusién, la inyeccién frecuente de farmacos peptidicos provoca una incomodidad considerable a
un sujeto. Por lo tanto, existe la necesidad de tecnologias que prolonguen las semividas de los polipéptidos
terapéuticos manteniendo a la vez una alta eficacia farmacoldgica de los mismos. Dichos farmacos peptidicos
deseables también deberian cumplir los requisitos de estabilidad en suero potenciada, alta actividad y una baja
probabilidad de inducir una respuesta inmunitaria indeseada cuando se inyecten a un sujeto.

La farmacocinética desfavorable, tal como una semivida en suero corta, puede evitar el desarrollo farmacéutico de
muchos candidatos farmacoldgicos de otro modo prometedores. La semivida en suero es una caracteristica empirica
de una molécula, y debe determinarse de forma experimental para cada nuevo farmaco potencial. Por ejemplo, con
farmacos polipeptidicos de menor peso molecular, los mecanismos de depuracion fisiologicos tales como filtracion
renal pueden hacer el mantenimiento de niveles terapéuticos de un farmaco inviable debido al coste o la frecuencia
del régimen de dosificacion requerido. Por el contrario, una semivida en suero prolongada es indeseable cuando un
farmaco o sus metabolitos tienen efectos secundarios toxicos.

La Patente de Estados Unidos n.° 5.759.818 describe unidades parciales y completas de péptido carboxi terminal
(CTP) de gonadotropina coridnica para modificar proteinas y péptidos biolégicamente activos en el extremo amino
de estas proteinas y péptidos, y alterar sus patrones de depuracion.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a un polipéptido que comprende una primera secuencia de AA de CTP de
gonadotropina coriénica unida a un extremo amino del péptido EPO, y una segunda y tercera secuencias AA de CTP
unidas a un extremo carboxi de un péptido EPO.

La presente invencién proporciona un polipéptido modificado por CTP que consiste en una eritropoyetina (EPO), y
tres CTP, en el que dichos CTP son péptidos carboxi terminales de gonadotropina coridnica de la subunidad beta de
la gonadotropina coriénica humana, en el que el primer CTP esta unido al extremo amino de dicha EPO, vy el
segundo y tercer CTP estan unidos al extremo carboxi de dicha EPO, en el que dichos CTP comprenden la
secuencia aminoacidica SSSSKAPPPS, en el que dicha EPO carece de un péptido sefial, y en el que la secuencia
aminoacidica de dicho polipéptido modificado por CTP comprende la secuencia de aminoacidos 28-277 de la SEQ
ID NO: 3 o los aminoacidos 28-249 de la SEQ ID NO: 6.

En una realizacién, el polipéptido modificado por CTP es para su uso como un medicamento.

En otra realizacion, el polipéptido modificado por CTP es para su uso en el tratamiento o reduccion de la incidencia
de anemia.

La presente invencion también proporciona un polipéptido modificado por CTP que consiste en una eritropoyetina
(EPO), y tres CTP, en el que dichos CTP son péptidos carboxi terminales de gonadotropina coridnica de la
subunidad beta de gonadotropina coriénica humana, en el que el primer CTP esta unido al extremo amino de dicha
EPO, y el segundo y el tercer CTP estan unidos al extremo carboxi de dicha EPO, para su uso en la estimulacién de
la eritropoyesis, la mejora de los niveles de hemoglobina, o una combinacién de las mismas, en el que dichos CTP
comprenden la secuencia aminoacidica SSSSKAPPPS, y en el que dicho polipéptido modificado por CTP estimula la
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eritropoyesis.

En una realizacién, la secuencia de al menos uno de los tres CTP comprende una secuencia aminoacidica
seleccionada de la SEQ ID NO: 17 y la SEQ ID NO: 18.

En otra realizacién, al menos uno de los tres CTP esta truncado, y el CTP truncado comprende al menos un sitio de
glucosilacion.

En una realizacién, la EPO esta glucosilada. En una realizacion alternativa, la EPO no estéa glucosilada.
En una realizacién, al menos uno de los tres CTP esta glucosilado.
En una realizacion, al menos uno de los tres CTP esta unido a la EPO a través de un enlazador.

En una realizacién, el polipéptido comprende una secuencia aminoacidica seleccionada de los residuos 28-277 de la
SEQ ID NO: 3, los residuos 28-249 de la SEQ ID NO: 6, los residuos 1-277 de la SEQ ID NO: 3 y los residuos 1-249
de la SEQ ID NO: 6.

En una realizacién, la EPO carece de un péptido sefial. En otra realizacion, el polipéptido modificado por CTP
comprende ademas un péptido sefial. En una realizacion, el péptido sefial esta codificado por la SEQ ID NO: 19.

La presente invencion también proporciona una formulacién farmacéutica que comprende un polipéptido modificado
por CTP de la invencion, en la que la formulacion comprende ademas un tampoén, tal como un tampén citrato o
acetato, y un agente de tonicidad, tal como cloruro sédico. En una realizacién, la formulacién se formula para su
inyeccion en un recipiente multidosis, opcionalmente con un conservante, tal como cloruro de benzalconio o
timerosal. En una realizacion, la formulacion es una formulacion liquida.

En una realizacion, la formulacién farmacéutica es para su uso como un medicamento.

En una realizacion, la formulacion farmacéutica es para su uso en el tratamiento o reduccion de la incidencia de
anemia, para estimular la eritropoyesis, o para mejorar los niveles de hemoglobina, o cualquier combinacién de los
mismos, en un sujeto.

La presente solicitud también desvela un método de tratamiento o reduccién de la incidencia asociada con anemia
en un sujeto, que comprende la etapa de administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del EPO-
CTP, tratando de este modo al sujeto que tiene anemia.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las figuras 1A-1F son diagramas que ilustran seis construcciones de EPO-CTP.

La figura 1A - es un diagrama del polipéptido de SEQ ID NO: 1

La figura 1B es un diagrama del polipéptido de SEQ ID NO: 2

La figura 1C es un diagrama del polipéptido de SEQ ID NO: 3

La figura 1D es un diagrama del polipéptido de SEQ ID NO: 4.

La figura 1E es un diagrama del polipéptido de SEQ ID NO: 5.

La figura 1F es un diagrama del polipéptido de SEQ ID NO: 6.

La figura 2 es una fotografia que ilustra la expresién de las variantes de EPO-CTP de células DG44
transfectadas. Se prepararon muestras de ensayo finales de células transfectadas como se describe en
"preparacion de muestras" y se procesaron en SDS/PAGE. Las proteinas se detectaron por transferencia
de western.

La figura 3 es un grafico que ilustra la bioactividad in vivo de derivados de hEPO recombinantes y EPO-3
(SEQ ID NO: 3). Los ratones ICR (n = 7/grupo) recibieron una unica inyeccion 1V/semana (15 ug/kg) durante
tres semanas de EPO-3, rhEPO-WT (SEQ ID NO: 16), Recormon (EPO comercial) o Recormon (5 ug/kg) 3
veces por semana. Se inyectd IV PBS a los animales de control. Se recogieron muestras de sangre tres
veces a la semana y se detectaron los niveles de hematocrito. Cada punto representa la media de grupo de
hematocrito (%) + SE.

La figura 4 es un grafico que ilustra la bioactividad in vivo de derivados de hEPO recombinantes y EPO-1
(SEQ ID NO: 1). Los ratones ICR (n = 7/grupo) recibieron una unica inyeccion IV/semana (15 pg/kg) durante
tres semanas de EPO-1, rhEPO-WT (SEQ ID NO: 16), Recormon o Recormon (5 ug/kg) 3 veces por
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semana. Se inyecté IV PBS a los animales de control. Se recogieron muestras de sangre tres veces a la
semana y se detectaron los niveles de hematocrito. Cada punto representa la media de grupo de
hematocrito (%) + SE.

La figura 5 es un grafico que ilustra la bioactividad in vivo de derivados de hEPO recombinantes y EPO-2
(SEQ ID NO: 2). Los ratones ICR (n = 7/grupo) recibieron una unica inyeccion 1V/semana (15 pg/kg) durante
tres semanas de EPO-2 (SEQ ID NO: 2), hEPO-WT (SEQ ID NO: 16), Recormon o Recormon (5 pg/kg) 3
veces por semana. Se inyectd IV PBS a los animales de control. Se recogieron muestras de sangre tres
veces a la semana y se detectaron los niveles de hematocrito. Cada punto representa la media de grupo de
hematocrito (%) + SE.

La figura 6 es un grafico temporal que ilustra el cambio en el nivel de reticulocitos después de una Unica
dosis en bolo de EPO-0 (SEQ ID NO: 16), EPO-3 (SEQ ID NO: 3) y Aranesp.

La figura 7 es un grafico temporal que ilustra el cambio en el nivel de hemoglobina (presentado como
cambio desde el valor inicial) tras una Unica dosis en bolo de EPO-0 (SEQ ID NO: 16), EPO-3 (SEQ ID NO:
3) y Aranesp.

La figura 8 es un grafico temporal que ilustra el cambio en el nivel de hematocrito después de una Unica
dosis en bolo de EPO-0 (SEQ ID NO: 16), EPO-3 (SEQ ID NO: 3) y Aranesp.

La figura 9 es un grafico que ilustra el cambio en la concentraciéon en suero de EPO -0 (SEQ ID NO: 16),
EPO-3 (SEQ ID NO: 3) y Aranesp posterior a inyeccion i.v.

La figura 10 es una transferencia de Western que ilustra el peso molecular e identidad de MOD-4020 (SEQ
ID NO: 36), MOD-4021 (SEQ ID NO: 37), MOD-4022 (SEQ ID NO: 38), MOD-4023 (SEQ ID NO: 39) y
MOD-4024 (SEQ ID NO: 40). El gel de PAGE SDS se transfiri6 y se tifid usando anticuerpos monoclonales
anti-hGH. La fotografia indica que como hGH comercial y de tipo silvestre, las variantes de MOD-7020-4 se
reconocen por anticuerpos anti-hGH.

La figura 11 es un grafico de barras que ilustra el aumento de peso de ratas hipofisectomizadas después de
la administracion de los polipéptidos de GH-CTP de la presente invencion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente solicitud invencion describe polipéptidos de accion prolongada y métodos de produccion y uso de los
mismos. Los polipéptidos de accion prolongada comprenden el péptido carboxi terminal (PCT) de gonadotropina
coriénica humana (GCh). En una realizacion, el CTP actua como una proteccion contra la degradacion de proteinas
o péptidos derivados del mismo. En una realizacién, el CTP amplia las semividas circulatorias de las proteinas o
péptidos derivados del mismo. En algunas realizaciones, el CTP mejora la potencia de las proteinas o péptidos
derivados del mismo.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona un polipéptido modificado por CTP que consiste en una eritropoyetina
(EPO), y tres CTP, en el que dichos CTP son péptidos carboxi terminales de gonadotropina coriénica de la
subunidad beta de la gonadotropina coriénica humana, en el que el primer CTP esta unido al extremo amino de
dicha EPO, y el segundo y tercer CTP estan unidos al extremo carboxi de dicha EPO, en el que dichos CTP
comprenden la secuencia aminoacidica SSSSKAPPPS, en el que dicha EPO carece de un péptido sefial, y en el que
la secuencia aminoacidica de dicho polipéptido modificado por CTP comprende la secuencia de aminoacidos 28-277
de la SEQ ID NO: 3 o los aminoacidos 28-249 de la SEQ ID NO: 6.

La presente invencion también proporciona un polipéptido modificado por CTP que consiste en una eritropoyetina
(EPO), y tres CTP, en el que dichos CTP son péptidos carboxi terminales de gonadotropina coriénica de la
subunidad beta de gonadotropina coriénica humana, en el que el primer CTP esta unido al extremo amino de dicha
EPO, y el segundo y el tercer CTP estan unidos al extremo carboxi de dicha EPO, para su uso en la estimulacion de
la eritropoyesis, la mejora de los niveles de hemoglobina, o una combinacién de las mismas, en el que dichos CTP
comprenden la secuencia aminoacidica SSSSKAPPPS, y en el que dicho polipéptido modificado por CTP estimula la
eritropoyesis.

Las expresiones "péptido CTP", "péptido carboxi terminal" y "secuencia de CTP" se usan de forma intercambiable en
el presente documento. En una realizacién, el péptido carboxi terminal es un CTP de longitud completa. En otra
realizacion, el péptido carboxi terminal es un CTP truncado. En esta invencién, los CTP comprenden la secuencia
aminoacidica SSSSKAPPPS.

Las expresiones "péptido EPO" y "secuencia de EPO" se usan de forma intercambiable en el presente documento.
En una realizacion, el péptido EPO es una proteina EPO. En otra realizacion, el péptido carboxi terminal es una
proteina EPO truncada.
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En otra realizacion, "secuencia sefal" y "péptido sefial" se usan de forma intercambiable en el presente documento.
En otra realizacién, "secuencia" cuando se hace referencia a un polinucledtido puede referirse a una porcion
codificante.

En ofra realizacion, "péptido de interés" y "secuencia polipeptidica de interés" se usan de forma intercambiable en el
presente documento. En otra realizacién, el péptido de interés es una proteina de longitud completa. En otra
realizacion, el péptido de interés es un fragmento proteico.

En otra realizacion, el péptido carboxi terminal (CTP) se une con la secuencia polipeptidica de interés a través de un
enlazador. En otra realizacion, el enlazador que conecta la secuencia de CTP con la secuencia polipeptidica de
interés es un enlace covalente. En otra realizacion, el enlazador que conecta la secuencia de CTP con la secuencia
polipeptidica de interés es un enlace peptidico. En otra realizacioén, el enlazador que conecta la secuencia de CTP
con la secuencia polipeptidica de interés es un enlace peptidico sustituido.

La frase "secuencia polipeptidica de interés" se refiere a polipéptidos de eritropoyetina (EPO). En otra realizacion, el
péptido esta glucosilado. En otra realizacion, el péptido no esta glucosilado.

En otra realizacion, el péptido carboxi terminal (CTP) de Gonadotropina Coriénica humana (hCG) esta condensado a
EPO.

Se desvela que las secuencias de CTP en el extremo amino terminal de un polipéptido y en el extremo carboxi
terminal del polipéptido proporcionan una proteccidén mejorada contra la degradacién de una proteina. En algunas
realizaciones, las secuencias de CTP tanto en el extremo amino terminal de un polipéptido como en el extremo
carboxi terminal del polipéptido proporcionan una semivida mayor de la proteina unida.

En esta invencién, una secuencia de CTP en el extremo amino terminal de un polipéptido, una secuencia de CTP en
el extremo carboxi terminal del polipéptido, y una secuencia de CTP adicional unida conjuntamente a la secuencia
de CTP en el extremo carboxi terminal proporcionan una proteccion mejorada contra la degradacion de una proteina.
En algunas realizaciones, una secuencia de CTP en el extremo amino terminal de un polipéptido, una secuencia de
CTP en el extremo carboxi terminal del polipéptido, y una secuencia de CTP adicional unida conjuntamente a la
secuencia CTP en el extremo carboxi terminal proporcionan una semivida extendida de la proteina unida. En
algunas realizaciones, una secuencia de CTP en el extremo amino terminal de un polipéptido, una secuencia de
CTP en el extremo carboxi terminal del polipéptido, y una secuencia de CTP adicional unida conjuntamente a la
secuencia CTP en el extremo carboxi terminal proporcionan una actividad mejorada de la proteina unida.

En otra realizacion, el péptido carboxi terminal (CTP) de la presente invencidén comprende la secuencia de
aminoacidos (AA) de AA 112 a la posicion 145 de gonadotropina coriénica humana, como se expone en la SEQ ID
NO: 17. En otra realizacion, la secuencia de CTP de la presente invencién comprende la secuencia de AA de AA 118
a la posicion 145 de gonadotropina coriénica humana, como se expone en la SEQ ID NO: 18. En otra realizacion, la
secuencia de CTP también comienza desde cualquier posicidn entre las posiciones 112-118 y termina en la posicion
145 de gonadotropina coridnica humana. En algunas realizaciones, el péptido de la secuencia de CTP es de 28, 29,
30, 31, 32, 33 0 34 AA de longitud y comienza en la posicion 112, 113, 114, 115, 116, 117 o 118 de la secuencia de
AA de CTP.

En otra realizacion, el péptido CTP es una variante de CTP de gonadotropina coriénica que difiere del CTP nativo en
1-5 sustituciones de AA conservativas como se describe en la Pat. de Estados Unidos N.° 5.712.122. En ofra
realizacion, el péptido CTP es una variante de CTP de gonadotropina coriénica que difiere del CTP nativo en una
sustitucion de 1 AA conservativa. En otra realizacion, el péptido CTP es una variante de CTP de gonadotropina
corionica que difiere del CTP nativo en 2 sustituciones de AA conservativas. En otra realizacion, el péptido CTP es
una variante de CTP de gonadotropina coriénica que difiere del CTP nativo en 3 sustituciones de AA conservativas.
En otra realizacion, el péptido CTP es una variante de CTP de gonadotropina coridnica que difiere del CTP nativo en
4 sustituciones de AA conservativas. En otra realizacion, el péptido CTP es una variante de CTP de gonadotropina
corionica que difiere del CTP nativo en 5 sustituciones de AA conservativas. En otra realizacion, la secuencia de AA
del péptido CTP de la presente invencion es al menos un 70 % homdloga a la secuencia de AA del CTP nativo o un
péptido de la misma. En otra realizacion, la secuencia de AA del péptido CTP de la presente invencién es al menos
un 80 % homdloga a la secuencia de AA del CTP nativo o un péptido de la misma. En otra realizacion, la secuencia
de AA del péptido CTP de la presente invencion es al menos un 90 % homdloga a la secuencia de AA del CTP
nativo o un péptido de la misma. En otra realizacion, la secuencia de AA del péptido CTP de la presente invencion es
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al menos un 95 % homdloga a la secuencia de AA del CTP nativo o un péptido de la misma.

En otra realizacion, la secuencia de ADN del péptido CTP de la presente invencién es al menos un 70 % homdéloga a
la secuencia de ADN del CTP nativo o un péptido de la misma. En otra realizacion, la secuencia de ADN del péptido
CTP de la presente invencion es al menos un 80 % homologa a la secuencia de ADN del CTP nativo o un péptido de
la misma. En otra realizacion, la secuencia de ADN del péptido CTP de la presente invencién es al menos un 90 %
homodloga a la secuencia de ADN del CTP nativo o un péptido de la misma. En otra realizacién, la secuencia de ADN
del péptido CTP de la presente invencion es al menos un 95 % homologa a la secuencia de ADN del CTP nativo o
un péptido de la misma.

En otra realizacion, al menos una de las secuencias de AA de CTP de gonadotropina coridnica esta truncada. En
otra realizacion, 2 de las secuencias de AA del CTP de gonadotropina corionica estan truncadas. En otra realizacion,
2 o0 mas de las secuencias de AA del CTP de gonadotropina coridnica estan truncadas. En otra realizacion, todas las
secuencias de AA del CTP de gonadotropina coridnica estan truncadas. En otra realizaciéon, el CTP truncado
comprende los primeros 10 AA de la SEQ ID NO:43, es decir, la secuencia de aminoacidos SSSSKAPPPS. En otra
realizacion, el CTP truncado comprende los primeros 11 AA de la SEQ ID NO:43. En otra realizacion, el CTP
truncado comprende los primeros 12 AA de la SEQ ID NO:43. En otra realizacion, el CTP truncado comprende los
primeros 13 AA de la SEQ ID NO:43. En otra realizacion, el CTP truncado comprende los primeros 14 AA de la SEQ
ID NO:43. En oftra realizacion, el CTP truncado comprende los primeros 15 AA de la SEQ ID NO:43. En otra
realizacion, el CTP truncado comprende los primeros 16 AA de la SEQ ID NO:43. En otra realizacion, el CTP
truncado comprende los ultimos 14 AA de la SEQ ID NO:43.

En otra realizacién, al menos una de las secuencias de AA del CTP de gonadotropina coridnica esta glucosilada. En
otra realizacion, 2 de las secuencias de AA del CTP de gonadotropina coriénica estan glucosiladas. En ofra
realizaciéon, 2 o mas de las secuencias de AA del CTP de gonadotropina coridnica estan glucosiladas. En otra
realizacion, todas las secuencias de AA del CTP de gonadotropina coridnica estan glucosiladas. En otra realizacion,
la secuencia del CTP de la presente invencién comprende al menos un sitio de glucosilacion. En otra realizacion, la
secuencia del CTP de la presente invencion comprende 2 sitios de glucosilacion. En otra realizacién, la secuencia
del CTP de la presente invencién comprende 3 sitios de glucosilacién. En otra realizacion, la secuencia del CTP de
la presente invencion comprende 4 sitios de glucosilacion.

En algunas realizaciones, se utiliza eritropoyetina (EPO) de acuerdo con las ensefianzas de la presente invencion.
En algunas realizaciones, cualquier secuencia de AA que codifica EPO es una secuencia de EPO. En algunas
realizaciones, cualquier secuencia de &cido nucleico que codifica EPO es una secuencia de EPO. En algunas
realizaciones, la unién de la secuencia de CTP tanto a los extremos amino como carboxi de la proteina EPO da
como resultado un aumento de la potencia en la estimulacion de la eritropoyesis (figuras 3-5) y (Tabla 5 del Ejemplo
4), en comparacion con EPO recombinante y otras combinaciones de EPO y CTP. En algunas realizaciones, una
EPO unida a tres secuencias de CTP no altera la unién con su receptor como se demuestra en la Tabla 3 del
Ejemplo 3 que demuestra que EPO unida con tres secuencias de CTP es igualmente eficaz en la estimulacion de la
proliferacion de células TF-1 que EPO de tipo silvestre. En algunas realizaciones, los polipéptidos EPO-CTP de la
presente invencion se exponen en la SEQ ID NO: 3y la SEQ ID NO: 6.

En una realizacion, "eritropoyetina” se refiere a la eritropoyetina de mamifero. En una realizacion, "eritropoyetina" se
refiere a eritropoyetina humana, tal como se expone en el n.° de acceso a GenBank AAA52400.

En una realizacion, la secuencia de eritropoyetina o la secuencia EPO de la presente invencion también se refiere a
homadlogos. En una realizacion, la secuencia de AA de eritropoyetina de la presente invencion es al menos un 50 %
homodloga a una secuencia de eritropoyetina expuesta en el N.° de acceso a GenBank AAA52400 como se
determina usando el software BlastP del National Center of Biotechnology Information (NCBI) usando parametros
por defecto. En una realizacion, la secuencia de AA de eritropoyetina de la presente invencion es al menos un 60 %
homdloga a una secuencia de eritropoyetina expuesta en el N.° de acceso a GenBank AAA52400 como se
determina usando el software BlastP del National Center of Biotechnology Information (NCBI) usando parametros
por defecto. En una realizacion, la secuencia de AA de eritropoyetina de la presente invencion es al menos un 70 %
homodloga a una secuencia de eritropoyetina expuesta en el N.° de acceso a GenBank AAA52400 como se
determina usando el software BlastP del National Center of Biotechnology Information (NCBI) usando parametros
por defecto. En una realizacion, la secuencia de AA de eritropoyetina de la presente invencion es al menos un 80 %
homdloga a una secuencia de eritropoyetina expuesta en el N.° de acceso a GenBank AAA52400 como se
determina usando el software BlastP del National Center of Biotechnology Information (NCBI) usando parametros
por defecto. En una realizacion, la secuencia de AA de eritropoyetina de la presente invencion es al menos un 90 %
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homdloga a una secuencia de eritropoyetina expuesta en el N.° de acceso a GenBank AAA52400 como se
determina usando el software BlastP del National Center of Biotechnology Information (NCBI) usando parametros
por defecto. En una realizacion, la secuencia de AA de eritropoyetina de la presente invencion es al menos un 95 %
homdloga a una secuencia de eritropoyetina expuesta en el N.° de acceso a GenBank AAA52400 como se
determina usando el software BlastP del National Center of Biotechnology Information (NCBI) usando parametros
por defecto.

En otra realizacion, el polipéptido modificado por CTP de la invencion sirve para su uso en el tratamiento o reduccion
de la incidencia de anemia.

En otra realizacion, la presente invencion proporcion un péptido EPO que tiene adicionalmente un péptido de AA de
CTP en el extremo N y dos péptidos de AA de CTP en el extremo C para su uso en el tratamiento de anemia. Se
desvela en el presente documento un péptido EPO expuesto en la SEQ ID NO: 1, o expuesto en la SEQ ID NO: 2, o
expuesto en la SEQ ID NO: 3, o expuesto en la SEQ ID NO: 4, o expuesto en la SEQ ID NO: 5, o expuesto en la
SEQ ID NO: 6, o expuesto en la SEQ ID NO: 16, o expuesto en la SEQ ID NO: 22, que tiene adicionalmente al
menos un péptido de AA de CTP en el extremo N y al menos un péptido de AA de CTP en el extremo C para su uso
en el tratamiento de anemia.

Se desvela en el presente documento una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido EPO que tiene
adicionalmente un péptido de AA de CTP en el extremo N y dos péptidos de AA de CTP en el extremo C para el
tratamiento de la anemia. Se desvela en el presente documento un acido nucleico expuesto en la SEQ ID NO: 20
que codifica un péptido EPO y un péptido de AA de CTP en el extremo N y al menos un péptido de AA de CTP en el
extremo C o expuesto en la SEQ ID NO: 21 que codifica un péptido EPO y un péptido de AA de CTP en el extremo
N y dos péptidos de AA de CTP en el extremo C para el tratamiento de anemia.

En otra realizacion, la presente invencién proporcion un péptido EPO que tiene adicionalmente un péptido de AA de
CTP en el extremo N y dos péptidos de AA de CTP en el extremo C para su uso en la inhibicién de anemia. Se
desvela en el presente documento un péptido EPO expuesto en la SEQ ID NO: 1, o expuesto en la SEQ ID NO: 2, o
expuesto en la SEQ ID NO: 3, o expuesto en la SEQ ID NO: 4, o expuesto en la SEQ ID NO: 5, o expuesto en la
SEQ ID NO: 6, o expuesto en la SEQ ID NO: 16, o expuesto en la SEQ ID NO: 22, que tiene adicionalmente al
menos un péptido de AA de CTP en el extremo N y al menos un péptido de AA de CTP en el extremo C para su uso
en la inhibicion de anemia.

Se desvela en el presente documento una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido EPO que tiene un
péptido de AA de CTP en el extremo N y dos péptidos de AA de CTP en el extremo C para la inhibicién de anemia.
También se desvela en el presente documento un acido nucleico expuesto en la SEQ ID NO: 20 que codifica un
péptido EPO y un péptido de AA de CTP en el extremo N y al menos un péptido de AA de CTP en el extremo C o un
acido nucleico expuesto en la SEQ ID NO: 21 que codifica un péptido EPO y un péptido de AA de CTP en el extremo
N y dos péptidos de AA de CTP en el extremo C para la inhibicién de anemia.

En otra realizacion, la presente invencién proporcion un péptido EPO que tiene adicionalmente un péptido de AA de
CTP en el extremo N y dos péptidos de AA de CTP en el extremo C para su uso en el tratamiento de anemia
asociada a un tumor. Se desvela en el presente documento un péptido EPO expuesto en la SEQ ID NO: 1, o
expuesto en la SEQ ID NO: 2, o expuesto en la SEQ ID NO: 3, o expuesto en la SEQ ID NO: 4, o expuesto en la
SEQ ID NO: 5, o expuesto en la SEQ ID NO: 6, o expuesto en la SEQ ID NO: 16, expuesto en la SEQ ID NO: 22,
que tiene adicionalmente al menos un péptido de AA de CTP en el extremo N y al menos un péptido de AA de CTP
en el extremo C para el tratamiento de anemia asociado a tumor.

Se desvela en el presente documento una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido EPO que tiene
adicionalmente un péptido de AA de CTP en el extremo N y dos péptidos de AA de CTP en el extremo C para el
tratamiento de anemia asociada a tumor. También se desvela en el presente documento un acido nucleico expuesto
en la SEQ ID NO: 20 que codifica un péptido EPO que tiene adicionalmente un péptido de AA de CTP en el extremo
N y al menos un péptido de AA de CTP en el extremo C o un acido nucleico expuesto en la SEQ ID NO: 21 que
codifica un péptido EPO que tiene adicionalmente un péptido de AA de CTP en el extremo N y dos péptidos de AA
de CTP en el extremo C para el tratamiento de anemia asociada a tumor.

En otra realizacion, la presente invencién proporcion un péptido EPO que tiene adicionalmente un péptido de AA de

CTP en el extremo N y dos péptidos de AA de CTP en el extremo C para su uso en la inhibicién de anemia asociada
a tumor. Se desvela en el presente documento un péptido EPO expuesto en la SEQ ID NO: 1, o expuesto en la SEQ
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ID NO: 2, o expuesto en la SEQ ID NO: 3, o expuesto en la SEQ ID NO: 4, o expuesto en la SEQ ID NO: 5, o
expuesto en la SEQ ID NO: 6, o expuesto en la SEQ ID NO: 16, o expuesto en la SEQ ID NO: 22, que tiene
adicionalmente al menos un péptido de AA de CTP en el extremo N y al menos un péptido de AA de CTP en el
extremo C para su uso en la inhibicién de anemia asociado a tumor.

Se desvela en el presente documento una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido EPO que tiene
adicionalmente un péptido de AA de CTP en el extremo N y dos péptidos de AA de CTP en el extremo C para la
inhibicion de anemia asociada a tumor. También se desvela en el presente documento un acido nucleico expuesto
en la SEQ ID NO: 20 que codifica un péptido EPO y un péptido de AA de CTP en el extremo N y al menos un
péptido de AA de CTP en el extremo C o un acido nucleico expuesto en la SEQ ID NO: 21 que codifica un péptido
EPO y un péptido de AA de CTP en el extremo N y dos péptidos de AA de CTP en el extremo C para la inhibicion de
anemia asociada a tumor.

En otra realizacion, la presente invencién proporcion un péptido EPO que tiene adicionalmente un péptido de AA de
CTP en el extremo N y dos péptidos de AA de CTP en el extremo C para su uso en el tratamiento de hipoxia
tumoral. Se desvela en el presente documento un péptido EPO expuesto en la SEQ ID NO: 1, ola SEQ ID NO: 2, o
la SEQ ID NO: 3, o la SEQ ID NO: 4, o la SEQ ID NO: 5, o la SEQ ID NO: 6, o la SEQ ID NO: 16, o expuesto en la
SEQ ID NO: 22, que tiene adicionalmente al menos un péptido de AA de CTP en el extremo N y al menos un péptido
de AA de CTP en el extremo C para el tratamiento de hipoxia tumoral.

Se desvela en el presente documento una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido EPO que tiene
adicionalmente un péptido de AA de CTP en el extremo N y dos péptidos de AA de CTP en el extremo C para el
tratamiento de hipoxia tumoral. También se desvela en el presente documento un acido nucleico expuesto en la SEQ
ID NO: 20 que codifica un péptido EPO y un péptido de AA de CTP en el extremo N y al menos un péptido de AA de
CTP en el extremo C o un &cido nucleico expuesto en la SEQ ID NO: 21 que codifica un péptido EPO que tiene
adicionalmente un péptido de AA de CTP en el extremo N y dos péptidos de AA de CTP en el extremo C para el
tratamiento de hipoxia tumoral.

En otra realizacion, la presente invencién proporcion un péptido EPO que tiene adicionalmente un péptido de AA de
CTP en el extremo N y dos péptidos de AA de CTP en el extremo C para su uso en el tratamiento de infecciones
cronicas tales como VIH, enfermedad intestinal inflamatoria, o episodios sépticos. También se desvela en el
presente documento un péptido EPO expuesto en la SEQ ID NO: 1, o la SEQ ID NO: 2, o la SEQ ID NO: 3, o la SEQ
ID NO: 4, 0 la SEQ ID NO: 5, o la SEQ ID NO: 6, o la SEQ ID NO: 16, o expuesto en la SEQ ID NO: 22, que tiene
adicionalmente al menos un péptido de AA de CTP en el extremo N y al menos un péptido de AA de CTP en el
extremo C para el tratamiento de infecciones cronicas tales como VIH, enfermedad intestinal inflamatoria, o
episodios sépticos.

Se desvela en el presente documento una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido EPO que tiene
adicionalmente un péptido de AA de CTP en el extremo N y dos péptidos de AA de CTP en el extremo C para el
tratamiento de infecciones crénicas tales como VIH, enfermedad intestinal inflamatoria, o episodios sépticos.
También se desvela en el presente documento un acido nucleico expuesto en la SEQ ID NO: 20 que codifica un
péptido EPO y un péptido de AA de CTP en el extremo N y al menos un péptido de AA de CTP en el extremo C o un
acido nucleico expuesto en la SEQ ID NO: 21 que codifica un péptido EPO y un péptido de AA de CTP en el extremo
N y dos péptidos de AA de CTP en el extremo C para el tratamiento de infecciones cronicas tales como VIH,
enfermedad intestinal inflamatoria, o episodios sépticos.

En otra realizacién, la presente invencién proporcion un péptido EPO que tiene adicionalmente un péptido de AA de
CTP en el extremo N y dos péptidos de AA de CTP en el extremo C para la inhibicion de infecciones crénicas tales
como VIH, enfermedad intestinal inflamatoria, o episodios sépticos. También se desvela en el presente documento
un péptido EPO expuesto en la SEQ ID NO: 1, o la SEQ ID NO: 2, o la SEQ ID NO: 3, o la SEQ ID NO: 4, o la SEQ
ID NO: 5, o la SEQ ID NO: 6, o la SEQ ID NO: 16, o expuesto en la SEQ ID NO: 22, que tiene adicionalmente al
menos un péptido de AA de CTP en el extremo N y al menos un péptido de AA de CTP en el extremo C para la
inhibicion de infecciones crénicas tales como VIH, enfermedad intestinal inflamatoria, o episodios sépticos.

Se desvela en el presente documento una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido EPO que tiene un
péptido de AA de CTP en el extremo N y dos péptidos de AA de CTP en el extremo C para la inhibicion de
infecciones cronicas tales como VIH, enfermedad intestinal inflamatoria, o episodios sépticos. También se desvela
en el presente documento un acido nucleico expuesto en la SEQ ID NO: 20 que codifica un péptido EPO y un
péptido de AA de CTP en el extremo N y al menos un péptido de AA de CTP en el extremo C o un acido nucleico
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expuesto en la SEQ ID NO: 21 que codifica un péptido EPO y un péptido de AA de CTP en el extremo N y dos
péptidos de AA de CTP en el extremo C para la inhibiciéon de infecciones crénicas tales como VIH, enfermedad
intestinal inflamatoria, o episodios sépticos.

En otra realizacion, la presente invencién proporcion un péptido EPO que tiene adicionalmente un péptido de AA de
CTP en el extremo N y dos péptidos de AA de CTP en el extremo C para el tratamiento de sindrome de fatiga
después de quimioterapia contra el cancer. También se desvela en el presente documento un péptido EPO expuesto
enla SEQIDNO:, olaSEQIDNO:2,0laSEQIDNO:3,0laSEQIDNO: 4,0la SEQID NO: 5,0la SEQ ID NO: 6,
o la SEQ ID NO: 16, o expuesto en la SEQ ID NO: 22, que tiene adicionalmente al menos un péptido de AA de CTP
en el extremo N y al menos un péptido de AA de CTP en el extremo C para el tratamiento de sindrome de fatiga tras
quimioterapia contra el cancer.

Se desvela en el presente documento una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido EPO que tiene
adicionalmente un péptido de AA de CTP en el extremo N y dos péptidos de AA de CTP en el extremo C para el
tratamiento de sindrome de fatiga tras quimioterapia contra el cancer. También se desvela en el presente documento
un acido nucleico expuesto en la SEQ ID NO: 20 que codifica un péptido EPO y un péptido de AA de CTP en el
extremo N y al menos un péptido de AA de CTP en el extremo C o un &cido nucleico expuesto en la SEQ ID NO: 21
que codifica un péptido EPO y un péptido de AA de CTP en el extremo N y dos péptidos de AA de CTP en el
extremo C para el tratamiento de sindrome de fatiga tras quimioterapia contra el cancer.

En otra realizacion, la presente invencién proporcion un péptido EPO que tiene adicionalmente un péptido de AA de
CTP en el extremo N y dos péptidos de AA de CTP en el extremo C para su uso en la mejora del injerto de células
madre. También se desvela en el presente documento un péptido EPO expuesto en la SEQ ID NO: 1, o la SEQ ID
NO: 2, o la SEQ ID NO: 3, ola SEQ ID NO: 4, o la SEQ ID NO: 5, o la SEQ ID NO: 6, o la SEQ ID NO: 16, o
expuesto en la SEQ ID NO: 22, que tiene adicionalmente al menos un péptido de AA de CTP en el extremo N y al
menos un péptido de AA de CTP en el extremo C para mejorar el injerto de células madre.

Se desvela en el presente documento una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido EPO que tiene
adicionalmente un péptido de AA de CTP en el extremo N y dos péptidos de AA de CTP en el extremo C para la
mejora del injerto de células madre. También se desvela en el presente documento un acido nucleico expuesto en la
SEQ ID NO: 20 que codifica un péptido EPO y un péptido de AA de CTP en el extremo N y al menos un péptido de
AA de CTP en el extremo C o un acido nucleico expuesto en la SEQ ID NO: 21 que codifica un péptido EPO y un
péptido de AA de CTP en el extremo N y dos péptidos de AA de CTP en el extremo C para la mejora del injerto de
células madre.

En otra realizacion, la presente invencion proporcion un péptido EPO que tiene adicionalmente un péptido de AA de
CTP en el extremo N y dos péptidos de AA de CTP en el extremo C para su uso en el aumento de la tasa de
supervivencia de un paciente con anemia aplasica o sindrome mielodisplasico. También se desvela en el presente
documento un péptido EPO expuesto en la SEQ ID NO: 1, o la SEQ ID NO: 2, o la SEQ ID NO: 3, o la SEQ ID NO:
4, o la SEQ ID NO: 5, o la SEQ ID NO: 6, o la SEQ ID NO: 16, o expuesto en la SEQ ID NO: 22, que tiene
adicionalmente al menos un péptido de AA de CTP en el extremo N y al menos un péptido de AA de CTP en el
extremo C para aumentar la tasa de supervivencia de un paciente con anemia aplasica o sindrome mielodisplésico.
Se desvela en el presente documento una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido EPO que tiene
adicionalmente un péptido de AA de CTP en el extremo N y dos péptidos de AA de CTP en el extremo C para
aumentar la tasa de supervivencia de un paciente con anemia aplasica o sindrome mielodisplasico. También se
desvela en el presente documento un acido nucleico expuesto en la SEQ ID NO: 20 que codifica un péptido EPO y
un péptido de AA de CTP en el extremo N y al menos un péptido de AA de CTP en el extremo C o un acido nucleico
expuesto en la SEQ ID NO: 21 que codifica un péptido EPO y un péptido de AA de CTP en el extremo N y dos
péptidos de AA de CTP en el extremo C para aumentar la tasa de supervivencia de un paciente con anemia aplasica
o sindrome mielodisplasico.

En algunas realizaciones, la homologia de acuerdo con la presente invencion también incluye deleciones,
inserciones o variantes de sustitucion, incluyendo una sustitucion de AA, de las mismas y fragmentos polipeptidicos
biolégicamente activos de las mismas. En una realizaciéon, la variante de sustitucién comprende una glicina en la
posicion 104 de la secuencia de AA de eritropoyetina esta sustituida por una serina (SEQ ID NO: 22).

Como se desvela en el presente documento, la hormona de crecimiento humana (hGH) puede utilizarse, como

alternativa, de acuerdo con las ensefianzas de la presente divulgacion. Como se desvela en el presente documento,
la unién de la secuencia de CTP a los extremos tanto amino como carboxi de la proteina hGH da como resultado un
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aumento de la potencia (figura 11).
Sin embargo, en esta invencion, la secuencia polipeptidica de interés es una EPO.

En una realizacién, la invencién se emplea en medicina veterinaria. En una realizacion, la presente invencion
proporciona el tratamiento de mamiferos domesticados que se mantienen como compafieros humanos (por ejemplo,
perros, gatos, caballos), que tienen valor comercial significativo (por ejemplo, vacas lecheras, ganado de carne,
animales deportivos), que tienen valor cientifico significativo (por ejemplo, especimenes cautivos o libres de especies
en peligro de extincién), o que tienen valor de otro modo.

En una realizacion, se administran polipéptidos, anticuerpos o polinucleétidos de la presente invencion a un animal
(por ejemplo, ratén, rata, conejo, hamster, cobaya, cerdos, cerdo enano, pollo, camello, cabra, caballo, vaca, oveja,
perro, gato, primate no humano y ser humano. En una realizacion, las aplicaciones enumeradas tienen usos en una
amplia diversidad de huéspedes. En algunas realizaciones, dichos huéspedes incluyen, pero sin limitacion, ser
humano, murino, conejo, cabra, cobaya, camello, caballo, ratén, rata, hdmster, cerdo, cerdo enano, pollo, cabra,
vaca, oveja, perro, gato o primate no humano.

En una realizacion, se tratan animales de granja por los métodos de la presente invencion. En una realizacion, los
animales de granja incluyen cerdos, vacas, vacas lecheras, caballos, cabras, ovejas, pollos, pavos, gansos, patos y
especies relacionadas. En una realizacion, se tratan animales de laboratorio por los métodos de la presente
invencién. En una realizacion, los animales de laboratorio incluyen ratas, ratones, cobayas, conejos, cabras, monos,
perros, gatos y otros. En una realizacion, se tratan animales de zooldgico por los métodos de la presente invencion.
En una realizacién, los animales de zooldgico incluyen todos los animales vertebrados mantenidos en zooldgicos. En
una realizacion, se tratan animales acuaticos por los métodos de la presente invencién. En una realizacion, los
animales acuaticos incluyen peces, anguilas, tortugas, focas, pingliinos, tiburones, ballenas y especies relacionadas.
En una realizacion, se tratan animales domesticados por los métodos de la presente invencién. En una realizacién,
los animales domesticados incluyen cualquier mascota, tal como perros y gatos, o animal que se mantiene por seres
humanos, por ejemplo, caballos, vacas, cerdos, cabras, conejos, pollos, pavos, gansos, patos y similares.

De acuerdo con la presente invencion, el término cerdos incluye cerdos, lechones, puercos, lechonas, cerdos
castrados jovenes, jabalies y cerdas. En otra realizaciéon, "ganado bovino" se refiere a terneros, vacas, vacas
lecheras, vaquillas, novillos y toros.

En una realizacién, se utiliza EPO bovina por los métodos de la presente invencién. En una realizacion, la EPO
bovina artificial se utiliza por los métodos de la presente invencion. En una realizacion, la EPO bovina artificial tiene
una secuencia expuesta en la secuencia del NCBI ID nimero NP_776334. En ofra realizacion, la EPO bovina es
cualquier otra EPO bovina conocida en la técnica.

En una realizacion, se utiliza EPO de cerdo por los métodos de la presente invencién. En una realizacion, la EPO de
cerdo tiene una secuencia expuesta en la secuencia del NCBI ID numero NP_999299. En otra realizacion, la EPO de
cerdo es cualquier otra EPO de cerdo conocida en la técnica.

En una realizacion, se utiliza EPO de oveja por los métodos de la presente invencién. En una realizacion, la EPO de
oveja tiene una secuencia expuesta en la secuencia del NCBI ID niumero NP_001019908. En otra realizacion, la
EPO de oveja es cualquier otra EPO de oveja conocida en la técnica.

En una realizacién, se utiliza EPO murina por los métodos de la presente invencion. En una realizaciéon, la EPO
murina tiene una secuencia expuesta en la secuencia del NCBI ID numero CAA72707. En otra realizacién, la EPO
murina es cualquier otra EPO murina conocida en la técnica.

En algunas realizaciones, la modificacién de secuencia de CTP es ventajosa para permitir usar dosificaciones
menores.

En algunas realizaciones, "polipéptido" como se usa en el presente documento incluye polipéptidos nativos
(productos de degradacion, polipéptidos sintetizados sintéticamente o polipéptidos recombinantes) vy
peptidomiméticos (tipicamente, polipéptidos sintetizados sintéticamente), asi como peptoides y semipeptoides que
son analogos polipeptidicos, que tienen, en algunas realizaciones, modificaciones que hacen a los polipéptidos aun
mas estables cuando estan en un cuerpo o mas capaces de penetrar en las células.
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En algunas realizaciones, las modificaciones incluyen, pero sin limitacién, modificacién del extremo N terminal,
modificacion del extremo C terminal, modificacion de enlaces polipeptidicos, incluyendo, pero sin limitacion, CH2-
NH, CH2-S, CH2-S=0, O=C-NH, CH2-O, CH2-CH2, S=C-NH, CH=CH o CF=CH, modificaciones de cadena principal
y modificacion de restos. Se conocen bien en la técnica métodos para preparar compuestos peptidomiméticos y se
especifican, por ejemplo, en Quantitative Drug Design, C.A. Ramsden Gd., Capitulo 17.2, F. Choplin Pergamon
Press (1992). Se proporcionan posteriormente en el presente documento mas detalles a este respecto.

En algunas realizaciones, se sustituyen enlaces polipeptidicos (-CO-NH-) dentro del polipéptido. En algunas
realizaciones, los enlaces polipeptidicos se sustituyen por enlaces N-metilados (-N(CH3)-CO-). En algunas
realizaciones, los enlaces polipeptidicos se sustituyen por enlaces éster (-C(R)H-C-O-O-C(R)-N-). En algunas
realizaciones, los enlaces polipeptidicos se sustituyen por enlaces de cetometileno (-CO-CH2-). En algunas
realizaciones, los enlaces polipeptidicos se sustituyen por enlaces a-aza (-NH-N(R)-CO-), en los que R es cualquier
enlace carba alquilo, por ejemplo, metilo, (-CH2-NH-). En algunas realizaciones, los enlaces polipeptidicos se
sustituyen por enlaces de hidroxietileno (-CH(OH)-CH2-). En algunas realizaciones, los enlaces polipeptidicos se
sustituyen por enlaces de tioamida (-CS-NH-). En algunas realizaciones, los enlaces polipeptidicos se sustituyen por
dobles enlaces olefinicos (-CH=CH-). En algunas realizaciones, los enlaces polipeptidicos se sustituyen por enlaces
de retro amida (-NH-CO-). En algunas realizaciones, los enlaces polipeptidicos se sustituyen por derivados
polipeptidicos (-N(R)-CH2-CO-), en los que R es la cadena lateral "normal" presentada de forma natural en el atomo
de carbono. En algunas realizaciones, estas modificaciones se producen en cualquiera de los enlaces a lo largo de
la cadena polipeptidica e incluso en varios (2-3 enlaces) al mismo tiempo.

En algunas realizaciones, el AA aromatico natural del polipéptido tales como Trp, Tyr y Phe se sustituyen por acido
no natural sintético tal como Fenilglicina, TIC, naftilalanina (Nol), derivados metilados anulares de Phe, derivados
halogenados de Phe u o-metil-Tyr. En algunas realizaciones, los polipéptidos de la presente invencién incluyen uno
0 mas AA modificados o0 uno 0 mas monomeros no AA (por ejemplo acido graso, carbohidratos complejos, etc.).

En una realizacion, se entiende que "AA" incluye los 20 AA de origen natural; los AA con frecuencia modificados
postraduccionalmente in vivo, incluyendo, por ejemplo, hidroxiprolina, fosfoserina y fosfotreonina; y otros AA poco
habituales incluyendo, pero sin limitacién, acido 2-aminoadipico, hidroxilisina, isodesmosina, norvalina, norleucina y
ornitina. En una realizacion, "AA" incluye tanto D como L AA.

En algunas realizaciones, los polipéptidos de la presente invencion se utilizan en productos terapéuticos que
requieren que los polipéptidos estén en una forma soluble. En algunas realizaciones, los polipéptidos de la presente
invencioén incluyen uno o mas AA polares no naturales o naturales, incluyendo, pero sin limitacién, serina y treonina
que son capaces de aumentar la solubilidad del polipéptido debido a su cadena lateral que contiene hidroxilo.

En algunas realizaciones, los polipéptidos de la presente invenciéon se utilizan en una forma lineal, aunque se
apreciara por un experto en la materia que en casos en los que la ciclacién no interfiera gravemente con las
caracteristicas del polipéptido, también pueden utilizarse formas ciclicas del polipéptido.

En algunas realizaciones, los polipéptidos de la presente invenciéon se sintetizan de forma bioquimica tal como
usando técnicas de fase solida convencionales. En algunas realizaciones, estos métodos bioquimicos incluyen
sintesis de fase sdlida exclusiva, sintesis de fase sdlida parcial, condensacion de fragmentos, o sintesis de solucion
clasica. En algunas realizaciones, estos métodos se usan cuando el polipéptido es relativamente corto
(aproximadamente 5-15 kDa) y/o cuando no puede producirse por técnicas recombinantes (es decir, no esta
codificado por una secuencia de acido nucleico) y por lo tanto implica quimica diferente.

En algunas realizaciones, se conocen bien por los expertos en la técnica procedimientos de sintesis de polipéptidos
de fase sodlida y se describen adicionalmente en John Morrow Stewart and Janis Dillaha Young, Solid Phase
Polypeptide Syntheses (22 Ed., Pierce Chemical Company, 1984). En algunas realizaciones, los polipéptidos
sintéticos se purifican por cromatografia liquida preparativa de alto rendimiento [Creighton T. (1983) Proteins,
structures and molecular principles. WH Freeman y Co. N.Y.] y cuya composicién puede confirmarse mediante
secuenciacion de AA por métodos conocidos por los expertos en la materia.

En algunas realizaciones, se usan técnicas de proteinas recombinantes para generar los polipéptidos de la presente
invencién. En algunas realizaciones, se usan técnicas de proteinas recombinantes para la generacion de
polipéptidos relativamente largos (por ejemplo, mayores de 18-25 AA). En algunas realizaciones, se usan técnicas
de proteinas recombinantes para la generacion de grandes cantidades del polipéptido de la presente invencion. En
algunas realizaciones, se describen técnicas recombinantes por Bitter et al., (1987) Methods in Enzymol. 153: 516-
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544, Studier et al. (1990) Methods in Enzymol. 185: 60-89, Brisson et al. (1984) Nature 310: 511-514, Takamatsu et
al. (1987) EMBO J. 6: 307-311, Coruzzi et al. (1984) EMBO J. 3: 1671-1680 y Brogli et al., (1984) Science 224: 838-
843, Gurley et al. (1986) Mol. Cell. Biol. 6:559-565 y Weissbach & Weissbach, 1988, Methods for Plant Molecular
Biology, Academic Press, NY, Seccion VI, pags. 421-463.

En una realizacion, un polipéptido de la presente invencion se sintetiza usando un polinucleétido que codifica un
polipéptido de la presente invencidon. En algunas realizaciones, el polinucledtido que codifica un polipéptido de la
presente invencion se liga en un vector de expresién que comprende un control de la transcripcién de una secuencia
reguladora en cis (por ejemplo, secuencia promotora). En algunas realizaciones, la secuencia reguladora en cis es
adecuada para dirigir la expresién constitutiva del polipéptido de la presente invencion. En algunas realizaciones, la
secuencia reguladora en cis es adecuada para dirigir la expresion especifica de tejido del polipéptido de la presente
invencion. En algunas realizaciones, la secuencia reguladora en cis es adecuada para dirigir la expresion inducible
del polipéptido de la presente invencion.

En algunas realizaciones, los polinucleétidos que expresan los polipéptidos de la presente invencién son como se
exponen en las SEQ ID NOs: 20 y 21.

Los promotores especificos de tejido adecuados incluyen secuencias que son funcionales en poblaciones celulares
especificas, los ejemplos incluyen, pero sin limitacion, promotores tales como albumina que es especifica de higado
[Pinkert et al., (1987) Genes Dev. 1: 268-277], promotores especificos linfoides [Calame et al., (1988) Adv. Immunol.
43: 235-275]; en particular promotores de los receptores de linfocitos T [Winoto et al., (1989) EMBO J. 8: 729-733] e
inmunoglobulinas; [Baneriji et al. (1983) Cell 33729-740], promotores especificos de neuronas tales como el promotor
de neurofilamentos [Byrne et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 5473-5477], promotores especificos de
pancreas [Edlunch et al. (1985) Science 230:912-916] o promotores especificos de glandula mamaria tales como el
promotor de suero de la leche (Pat. de Estados Unidos N.° 4.873.316 y la Publicacién de Solicitud Europea N.°
264.166). Los promotores inducibles adecuados para su uso con la presente invencién incluyen, por ejemplo, el
promotor inducible por tetraciclina (Srour, M.A., et al., 2003. Thromb. Haemost. 90: 398-405).

En una realizacion, la frase "un polinucleétido” se refiere a una secuencia de acido nucleico mono o bicatenaria que
puede aislarse y proporcionarse en forma de una secuencia de ARN, una secuencia polinucleotidica complementaria
(ADNc), una secuencia polinucleotidica genémica y/o una secuencia polinucleotidica compuesta (por ejemplo, una
combinacion de las anteriores).

En una realizacion, "secuencia polinucleotidica complementaria” se refiere a una secuencia, que es resultado de la
transcripcion inversa de ARN mensajero usando una transcriptasa inversa o cualquier otra ADN polimerasa
dependiente de ARN. En una realizacion, la secuencia puede amplificarse posteriormente in vivo o in vitro usando
una ADN polimerasa.

En una realizacién, "secuencia polinucleotidica genémica" se refiere a una secuencia derivada (aislada) de un
cromosoma y, por lo tanto, representa una porcién contigua de un cromosoma.

En una realizacién, "secuencia polinucleotidica compuesta" se refiere a una secuencia que es al menos parcialmente
complementaria y al menos parcialmente genémica. En una realizacion, una secuencia compuesta puede incluir
algunas secuencias exonicas requeridas para codificar el polipéptido de la presente invencién, asi como algunas
secuencias intronicas interpuestas entre las mismas. En una realizacion, las secuencias intrénicas puede ser de
cualquier fuente, incluyendo de otros genes, y tipicamente incluiran secuencias sefal de corte y empalme
conservadas. En una realizacion, las secuencias intrénicas incluyen elementos reguladores de expresion de accién
en cis.

En una realizacion, los polinucleétidos comprenden ademas una secuencia sefial que codifica un péptido sefial para
la secrecion de los polipéptidos de la presente invencion. En algunas realizaciones, las secuencias sefal incluyen,
pero sin limitacion, la secuencia sefial endégena para EPO como se expone en SEQ ID NO: 19 o la secuencia sefial
enddgena para IFN-B1 como se expone en la SEQ ID NO: 26. La secuencia sefial puede ser N terminal a la
secuencia de CTP que es a su vez N terminal a la secuencia polipeptidica de interés; por ejemplo, la secuencia es
(a) secuencia sefial, (b) CTP, (c) secuencia de interés, (d) dos secuencias de CTP adicionales. En una realizacion,
después de la expresion y la secrecion, los péptidos sefial se escinden de las proteinas precursoras dando como
resultado las proteinas maduras.

En algunas realizaciones, los polinucleétidos pueden prepararse usando técnicas de PCR como se describe en el

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 636 668 T3

Ejemplo 1, o cualquier otro método o procedimiento conocido por un experto en la técnica. En algunas realizaciones,
el procedimiento implica la ligaciéon de dos secuencias de ADN diferentes (véase, por ejemplo, "Current Protocols in
Molecular Biology", eds. Ausubel et al., John Wiley & Sons, 1992).

En una realizacion, los polinucleétidos se insertan en vectores de expresion (es decir, una construccion de acido
nucleico) para permitir la expresion del polipéptido recombinante de la presente invencién. En una realizacion, el
vector de expresién incluye secuencias adicionales que hacen a este vector adecuado para replicacién e integracion
en procariotas. En una realizacion, el vector de expresién incluye secuencias adicionales que hacen a este vector
adecuado para replicacion e integracion en eucariotas. En una realizacion, el vector de expresion incluye un vector
lanzadera que hace a este vector adecuado para la replicacién e integracion tanto en procariotas como en
eucariotas. En algunas realizaciones, los vectores de clonaciéon comprenden secuencias de inicio de la transcripcion
y traduccion (por ejemplo, promotores, potenciadores) y terminadores de la transcripcion y traduccién (por ejemplo,
sefiales de poliadenilacion).

Puede usarse una diversidad de células procariotas o eucariotas como sistemas de expresion en huéspedes para
expresar los polipéptidos de la presente invencion. En algunas realizaciones, estos incluyen, pero sin limitacion,
microorganismos, tales como bacterias transformadas con un ADN de bacteriéfago recombinante, ADN plasmidico o
vector de expresion de ADN cosmidico que contiene la secuencia codificante del polipéptido; levadura transformada
con vectores de expresion de levadura recombinantes que contienen la secuencia codificante de polipéptidos;
sistemas de células vegetales infectados con vectores de expresion de virus recombinante (por ejemplo, virus del
mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o transformados con vectores de expresion de
plasmido recombinante, tales como plasmido Ti, que contienen la secuencia codificante del polipéptido.

En algunas realizaciones, se usan sistemas de expresion no bacterianos (por ejemplo, sistemas de expresion de
mamiferos tales como células CHO) para expresar el polipéptido de la presente invencion. En una realizacion, el
vector de expresion usado para expresar polinucleétidos de la presente invencién en células de mamifero es el
vector pCI-DHFR que comprende un promotor de CMV y un gen de resistencia a neomicina. Se describe la
construccion del vector pCl-dhfr, de acuerdo con una realizacion, en el Ejemplo 1.

En algunas realizaciones, en sistemas bacterianos, pueden seleccionarse provechosamente varios vectores de
expresion dependiendo del uso pretendido para el polipéptido expresado. En una realizacién, se desean grandes
cantidades de polipéptido. En una realizacion, se desean vectores que dirigen la expresion de altos niveles del
producto proteico, posiblemente como una fusién con una secuencia sefial hidréfoba, que dirige el producto
expresado al periplasma de la bacteria o el medio de cultivo en el que el producto proteico se purifica facilmente. En
una realizacion, ciertas proteinas de fusion se modifican por ingenieria genética con un sitio de escisidon especifico
para ayudar en la recuperacion del polipéptido. En una realizacion, los vectores adaptables a dicha manipulacion
incluyen, pero sin limitacidn, la serie pET de vectores de expresion de E. coli [Studier et al., Methods in Enzymol.
185: 60-89 (1990)].

En una realizacién, se usan sistemas de expresion de levaduras. En una realizacion, se pueden usar varios vectores
que contienen promotores constitutivos o inducibles en levadura como se desvela en la Solicitud de Pat. de Estados
Unidos n.° 5.932.447. En otra realizacion, se usan vectores que promueven la integracién de secuencias de ADN
ajeno en el cromosoma de levadura.

En una realizacion, el vector de expresion puede incluir ademas secuencias polinucleotidicas adicionales que
permiten, por ejemplo, la traduccién de varias proteinas de un unico ARNm tal como un sitio de entrada de ribosoma
interno (IRES) y secuencias para la integracion genémica del polipéptido quimérico del promotor.

En algunas realizaciones, los vectores de expresion de mamiferos incluyen, pero sin limitacion, pcDNAS,
pcDNA3.1(+/-), pGL3, pZeoSV2(+/-), pSecTag2, pDisplay, pEF/myc/cyto, pCMV/myc/cyto, pCR3.1, pSinRep5,
DH26S, DHBB, pNMT1, pNMT41, pNMT81, que estan disponibles en Invitrogen, pCl que esta disponible en
Promega, pMbac, pPbac, pBK-RSV y pBK-CMV que estan disponibles en Strategene, pTRES que esta disponible en
Clontech, y sus derivados.

En algunas realizaciones, pueden usarse vectores de expresion que contienen elementos reguladores de virus
eucariotas tales como retrovirus. Los vectores de SV40 incluyen pSVT7 y pMT2. En algunas realizaciones, los
vectores derivados de virus del papiloma bovino incluyen pBV-1MTHA, y los vectores derivados del virus de Epstein
Barr incluyen pHEBO y p205. Otros vectores ejemplares incluyen pMSG, pAV009/A*, pMTO10/A*, pMAMneo-5,
pDSVE de baculovirus, y cualquier otro vector que permite la expresion de proteinas bajo la direccién del promotor
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temprano de SV-40, promotor tardio de SV-40, promotor de metalotioneina, promotor del virus de tumor mamario
murino, promotor del virus del sarcoma de Rous, promotor de polihedrina, u otros promotores que se ha mostrado
que son eficaces para la expresion en células eucariotas.

Se desvela en el presente documento que los vectores viricos pueden ser Utiles para la expresion in vivo de los
polipéptidos de la presente invencion ya que ofrecen ventajas tales como infeccion lateral y especificad de direccion.
En una realizacion, la infeccion lateral es inherente en el ciclo de vida de, por ejemplo, retrovirus y es el proceso por
el que una unica célula infectada produce muchos viriones descendientes que emergen e infectan células vecinas.
En una realizacion, el resultado es que se infecta rdpidamente un area grande, la mayor parte de la cual no se habia
infectado inicialmente por las particulas viricas originales. En una realizacién, se producen vectores viricos que son
incapaces de propagarse lateralmente. En una realizacién, esta caracteristica puede ser util si el fin deseado es
introducir un gen especifico solamente en un nimero localizado de células diana.

Pueden usarse diversos métodos para introducir el vector de expresion de la presente invencién en células. Dichos
métodos se describen en general en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Springs Harbor
Laboratory, Nueva York (1989, 1992), en Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley y Sons,
Baltimore, Md. (1989), Chang et al., Somatic Gene Therapy, CRC Press, Ann Arbor, Mich. (1995), Vega et al., Gene
Targeting, CRC Press, Ann Arbor Mich. (1995), Vectors: A Survey of Molecular Cloning Vectors and Their Uses,
Butterworths, Boston Mass. (1988) y Gilboa et at. [Biotechniques 4 (6): 504-512, 1986] e incluyen, por ejemplo,
transfeccion, lipofeccion, electroporacion e infeccion estable o transitoria con vectores viricos recombinantes.
Ademas, véase, la Pat. de Estados Unidos N.° 5.464.764 y 5.487.992 para métodos de seleccion positiva-negativa.

En algunas realizaciones, la introduccion de acido nucleico por infeccién virica ofrece varias ventajas sobre otros
métodos tales como lipofeccion y electroporacion, ya que puede obtenerse mayor eficacia de transfeccion debido a
la naturaleza infecciosa de los virus.

Como se desvela en el presente documento, se apreciara que los polipéptidos de la presente invencion también
pueden expresarse a partir de una construccion de acido nucleico administrada al individuo que emplea cualquier
modo adecuado de administracion, que se describe en el presente documento anteriormente (es decir, terapia
génica in vivo). En una realizacion, la construccion de acido nucleico se introduce en una célula adecuada mediante
un vehiculo/método de administracion génico apropiado (transfeccion, transduccion, recombinacion homoéloga, etc.)
y un sistema de expresidon segun sea necesario y después se expanden las células modificadas en cultivo y se
devuelven al individuo (es decir, terapia génica ex vivo).

Se ha intentado la terapia génica in vivo usando EPO en modelos animales tales como roedores [Bohl et al., Blood.
2000; 95: 2793-2798], primates [Gao et al., Blood, 2004, Volumen 103, Numero 9] y ha sido exitosa en ensayos
clinicos humanos para pacientes con insuficiencia renal crénica [Lippin et al Blood 2005, 106, Numero 7].

En una realizacion, se usan vectores de expresion vegetales. En una realizacién, la expresién de una secuencia
codificante del polipéptido se conduce por varios promotores. En algunas realizaciones, se usan promotores viricos
tales como los promotores de ARN 35S y ARN 19S de CaMV [Brisson et al., Nature 310: 511-514 (1984)], o el
promotor de proteina de cubierta para TMV [Takamatsu et al., EMBO J. 6: 307-311 (1987)]. En otra realizacion, se
usan promotores vegetales tales como, por ejemplo, la subunidad pequefia de RUBISCO [Coruzzi et al., EMBO J. 3:
1671-1680 (1984); y Brogli et al., Science 224: 838-843 (1984)] o promotores de choque térmico, por ejemplo,
hsp17.5-E o0 hsp17.3-B de soja [Gurley et al., Mol. Cell. Biol. 6: 559-565 (1986)]. En una realizacién, se introducen
construcciones en células vegetales usando plasmido Ti, plasmido Ri, vectores viricos de plantas, transformacion de
ADN directa, microinyeccion, electroporacién y otras técnicas bien conocidas por los expertos en la técnica. Véase,
por ejemplo, Weissbach & Weissbach [Methods for Plant Molecular Biology, Academic Press, NY, Seccion VI, pags.
421-463 (1988)]. También pueden usarse otros sistemas de expresion tales como sistemas celulares huésped de
insectos y mamiferos, que se conocen bien en la técnica.

Se apreciara que ademas de contener los elementos necesarios para la transcripcion y traducciéon de la secuencia
codificante insertada (que codifica el polipéptido), las construcciones de expresion también puede incluir secuencias
modificadas por ingenieria genética para optimizar la estabilidad, produccién, purificacién, rendimiento o actividad
del polipéptido expresado.

Pueden usarse diversos métodos, en algunas realizaciones, para introducir el vector de expresién en el sistema

celular huésped. En algunas realizaciones, dichos métodos se describen generalmente en Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Springs Harbor Laboratory, Nueva York (1989, 1992), en Ausubel et
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al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley y Sons, Baltimore, Md. (1989), Chang et al., Somatic Gene
Therapy, CRC Press, Ann Arbor, Mich. (1995), Vega et al., Gene Targeting, CRC Press, Ann Arbor Mich. (1995),
Vectors: A Survey of Molecular Cloning Vectors and Their Uses, Butterworths, Boston Mass. (1988) y Gilboa et at.
[Biotechniques 4 (6): 504-512, 1986] e incluyen, por ejemplo, transfeccion, lipofeccion, electroporacion e infeccion
estable o transitoria con vectores viricos recombinantes. Ademas, véase, la Pat. de Estados Unidos N.° 5.464.764 y
5.487.992 para métodos de seleccion positiva-negativa.

En algunas realizaciones, se cultivan células transformadas en condiciones eficaces, que permiten la expresion de
altas cantidades de polipéptido recombinante. En algunas realizaciones, las condiciones de cultivo eficaces incluyen,
pero sin limitacion, medio eficaz, biorreactor, temperatura, pH y condiciones de oxigeno que permiten la produccion
de proteinas. En una realizacion, un medio eficaz se refiere a cualquier medio en el que se cultiva una célula para
producir el polipéptido recombinante de la presente invencién. En algunas realizaciones, un medio incluye
tipicamente una solucién acuosa que tiene fuentes de carbono, nitrégeno y fosfato asimilables, y sales, minerales,
metales y otros nutrientes, tales como vitaminas, apropiados. En algunas realizaciones, pueden cultivarse células de
la presente invencion en biorreactores de fermentacion convencionales, matraces de agitacion, tubos de ensayo,
placas de microtitulacion y placas de petri. En algunas realizaciones, el cultivo se lleva a cabo a temperatura, pH y
contenido de oxigeno apropiados para una célula recombinante. En algunas realizaciones, las condiciones de cultivo
estan dentro de la experiencia de un experto en la técnica.

En algunas realizaciones, dependiendo del vector y sistema huésped usado para la produccion, los polipéptidos
resultantes de la presente invencién permanecen dentro de la célula recombinante, se secretan al medio de
fermentacion, se secretan a un espacio entre dos membrana celulares, tales como el espacio periplasmico en E. coli;
0 se conservan en la superficie externa de una membrana celular o virica.

En una realizacion, después de un tiempo predeterminado en cultivo, se realiza una recuperacion del polipéptido
recombinante.

En una realizacion, la frase "recuperar el polipéptido recombinante" usada en el presente documento se refiere a
recoger el medio de fermentacion completo que contiene polipéptido y no es necesario que implique etapas
adicionales de separacion o purificacion.

En una realizacién, se purifican polipéptidos de la presente invencién usando una diversidad de técnicas de
purificacion de proteinas convencionales, tales como, pero sin limitacion, cromatografia de afinidad, cromatografia
de intercambio idnico, filtracion, electroforesis, cromatografia de interaccion hidréfoba, cromatografia de filtracion en
gel, cromatografia de fase inversa, cromatografia de concanavalina A, cromatoenfoque y solubilizacion diferencial.

En una realizacién, para facilitar la recuperacion, la secuencia codificante expresada puede modificarse por
ingenieria genética para codificar el polipéptido de la presente invencion y resto escindible fusionado. En una
realizacién, puede disefiarse una proteina de fusién de modo que el polipéptido pueda aislarse faciimente por
cromatografia de afinidad; por ejemplo, por inmovilizacién en una columna especifica para el resto escindible. En
una realizacion, se disefia un sitio de escisién entre el polipéptido y el resto escindible y el polipéptido puede
liberarse de la columna cromatografica por tratamiento con una enzima o agente apropiado que escinde
especificamente la proteina de fusion en este sitio [por ejemplo, véase Booth et al., Immunol. Lett. 19: 65-70 (1988);
y Gardella et al., J. Biol. Chem. 265: 15854-15859 (1990)].

En una realizacion, el polipéptido de la presente invencion se recupera en forma "sustancialmente pura".

En una realizacién, la frase "sustancialmente pura" se refiere a una pureza que permite el uso eficaz de la proteina
en las aplicaciones descritas en el presente documento.

En una realizacion, el polipéptido de la presente invencion también puede sintetizarse usando sistemas de expresion
in vitro. En una realizacién, se conocen bien en la técnica métodos de sintesis in vitro y estan disponibles en el
mercado los componentes del sistema.

En una realizacion, la produccion de polipéptidos CTP-EPO-CTP usando tecnologia de ADN recombinante se ilustra
en el Ejemplo 1.

En algunas realizaciones, los polipéptidos recombinantes se sintetizan y se purifican; su eficacia terapéutica puede
ensayarse in vivo o in vitro. En una realizacion, las actividades de unién de los polipéptidos EPO recombinantes de
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la presente invencion se pueden determinar usando diversos ensayos como se describe en los Ejemplos 2-6 y 8-9.
En una realizacion, la actividad de unién in vitro se determina midiendo la capacidad del polipéptido para estimular la
proliferacion de células TF-1. En una realizacion, la actividad in vivo se deduce analizando los niveles de hematocrito
(figuras 3-5) y/o como porcentaje de reticulocitos.

En una realizacion, los polipéptidos de EPO de la presente invencién son para su uso en el tratamiento de un sujeto
con una diversidad de afecciones asociadas con eritropoyetina. En algunas realizaciones, un sujeto es un sujeto
humano.

En algunas realizaciones, la expresion "afecciones asociadas a eritropoyetina" se refiere a cualquier afeccion
asociada con una modulacién de eritropoyetina inferior a normal, anormal o inadecuada. En alguna realizacion, los
niveles de eritropoyetina asociados con tales afecciones se determinan por cualquier medida aceptada y utilizada
por los expertos en la técnica. En alguna realizacion, las afecciones asociadas con eritropoyetina tipicamente
incluyen afecciones anémicas.

En algunas realizaciones, las "afecciones anémicas" se refieren a cualquier afeccién, enfermedad o trastorno
asociado con la anemia. En algunas realizaciones, las afecciones anémicas incluyen, pero sin limitacion, anemia
aplasica, anemia hemolitica autoinmune, trasplante de médula 6sea, sindrome de Churg-Strauss, anemia de
Diamond Blackfan, anemia de Fanconi, sindrome Felty, enfermedad de injerto contra huésped, trasplante de células
madre hematopoyéticas, sindrome urémico hemolitico, sindrome mielodisplasico, hemoglobinuria paroxistica
nocturna, osteomielofibrosis, pancitopenia, aplasia pura de glébulos rojos, purpura de Schoenlein-Henoch, anemia
sideroblasica, anemia refractaria con exceso de blastocitos, artritis reumatoide, sindrome de Shwachman, anemia de
células falciformes, talasemia mayor, talasemia menor, purpura trombocitopénica, etc.

En una realizacion, los polipéptidos de la presente invencion pueden proporcionarse al individuo per se. En una
realizacion, los polipéptidos de la presente invencién pueden proporcionarse al individuo como parte de una
composicion farmacéutica cuando se mezclan con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En una realizacién, una "composicion farmacéutica" se refiere a una preparacién de uno o mas de los principios
activos descritos en el presente documento con otros componentes quimicos tales como vehiculos y excipientes
fisioldgicamente adecuados. El fin de una composicion farmacéutica es facilitar la administracion de un compuesto a
un organismo.

En una realizacién, "principio activo" se refiere a la secuencia polipeptidica de interés, que causa el efecto bioldgico.

En una realizacién, la presente invencion proporciona preparaciones combinadas. En una realizacion, "una
preparacion combinada" define especialmente un "kit de partes" en el sentido de que los compafieros de
combinacién como se han definido anteriormente pueden dosificarse independientemente o mediante el uso de
diferentes combinaciones fijas con cantidades distinguidas de los compafieros de combinacién es decir,
simultdneamente, conjuntamente, por separado o secuencialmente. En algunas realizaciones, las partes del kit de
partes pueden después, por ejemplo, administrarse de forma simultanea o escalonarse cronolégicamente, es decir,
en diferentes puntos temporales y con intervalos temporales iguales o diferentes para cualquier parte del kit de
partes. La relacion de las cantidades totales de los compafieros de combinacion, en algunas realizaciones, puede
administrarse en la preparaciéon combinada. En una realizacién, la preparaciéon combinada puede variarse, por
ejemplo, para afrontar las necesidades de una subpoblacién de pacientes para tratar o las necesidades del paciente
individual cuyas necesidades diferentes pueden deberse a una enfermedad particular, gravedad de una enfermedad,
edad, sexo o peso corporal como puede realizarse facilmente por un experto en la técnica.

En una realizacion, las frases "vehiculo fisiologicamente aceptable" y "vehiculo farmacéuticamente aceptable" que
pueden usarse de forma intercambiable se refieren a un vehiculo o un diluyente que no provoca irritacion
significativa a un organismo y no anula la actividad bioldgica y propiedades del compuesto administrado. Se incluye
un adyuvante en estas frases. En una realizacion, uno de los ingredientes incluidos en el vehiculo
farmacéuticamente aceptable puede ser, por ejemplo, polietilenglicol (PEG), un polimero biocompatible con un
amplio intervalo de solubilidad en medios tanto acuosos como organicos (Mutter et al. (1979).

En una realizacién, "excipiente" se refiere a una sustancia inerte afadida a una composicién farmacéutica para
facilitar adicionalmente la administracién de un principio activo. En una realizacion, los excipientes incluyen
carbonato calcico, fosfato calcico, diversos azucares y tipos de almidon, derivados de celulosa, gelatina, aceites
vegetales y polietilenglicoles.
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Se encuentran técnicas para formulacién y administracién de farmacos en "Remington's Pharmaceutical Sciences",
Mack Publishing Co., Easton, PA.

En una realizacion, las vias adecuadas de administracidon, por ejemplo, incluyen administracion oral, rectal,
transmucosa, transnasal, intestinal o parenteral, incluyendo inyecciones intramusculares, subcutaneas e
intramedulares, asi como inyecciones intratecales, intraventriculares directas, intravenosas, intraperitoneales,
intranasales o intraoculares.

En una realizacion, la preparacion o medicamento es para administrar de una manera local en lugar de sistémica,
por ejemplo, mediante inyeccidn de la preparacion directamente en una regién especifica del cuerpo de un paciente.

Se contemplan diversas realizaciones de intervalos de dosificacién por la presente invencion. La dosificacion del
polipéptido de la presente invenciodn, en una realizacion, esta en el intervalo de 0,05-80 mg/dia. En otra realizacion,
la dosificacion esta en el intervalo de 0,05-50 mg/dia. En otra realizacion, la dosificacion esta en el intervalo de 0,1-
20 mg/dia. En ofra realizacion, la dosificacion esta en el intervalo de 0,1-10 mg/dia. En otra realizacion, la
dosificacion esta en el intervalo de 0,1-5 mg/dia. En otra realizacion, la dosificacién esta en el intervalo de 0,5-5
mg/dia. En otra realizacion, la dosificacién esta en el intervalo de 0,5-50 mg/dia. En otra realizacion, la dosificacion
esta en el intervalo de 5-80 mg/dia. En otra realizacion, la dosificacion esta en el intervalo de 35-65 mg/dia. En otra
realizacion, la dosificacion esta en el intervalo de 35-65 mg/dia. En otra realizacién, la dosificacion esta en el
intervalo de 20-60 mg/dia. En otra realizacién, la dosificacion esta en el intervalo de 40-60 mg/dia. En otra
realizacion, la dosificacion esta en el intervalo de 45-60 mg/dia. En otra realizacién, la dosificacion esta en el
intervalo de 40-60 mg/dia. En oftra realizacién, la dosificacion estd en el intervalo de 60-120 mg/dia. En otra
realizacion, la dosificacion esta en el intervalo de 120-240 mg/dia. En otra realizacion, la dosificacion esta en el
intervalo de 40-60 mg/dia. En otra realizacién, la dosificacion esta en el intervalo de 240-400 mg/dia. En otra
realizacion, la dosificacién estd en el intervalo de 45-60 mg/dia. En otra realizacién, la dosificacion esta en el
intervalo de 15-25 mg/dia. En otra realizacion, la dosificacion esta en el intervalo de 5-10 mg/dia. En otra realizacion,
la dosificacion esta en el intervalo de 55-65 mg/dia.

En una realizacion, la dosificacién es de 20 mg/dia. En otra realizacion, la dosificacion es de 30 mg/dia. En otra
realizacion, la dosificacion es de 40 mg/dia. En otra realizacion, la dosificacion es de 50 mg/dia. En otra realizacion,
la dosificacion es de 60 mg/dia. En ofra realizacion, la dosificacion es de 70 mg/dia. En otra realizacién, la
dosificacion es de 80 mg/dia. En otra realizacion, la dosificacion es de 90 mg/dia. En otra realizacion, la dosificaciéon
es de 100 mg/dia.

La administracion oral, en una realizacion, comprende una forma de dosificacion unitaria que comprende
comprimidos, capsulas, grageas, comprimidos masticables, suspensiones, emulsiones y similares. Dichas formas de
dosificacion unitaria comprenden una cantidad segura y eficaz del compuesto, o los compuestos, deseados cada
uno de los cuales esta en una realizacion, de aproximadamente 0,7 o 3,5 mg a aproximadamente 280 mg/70 kg, o
en otra realizacion, de aproximadamente 0,5 o 10 mg a aproximadamente 210 mg/70 kg. Los vehiculos
farmacéuticamente aceptables adecuados para la preparacion de formas de dosificacion unitarias para
administracion peroral se conocen bien en la técnica. En algunas realizaciones, los comprimidos tipicamente
comprenden adyuvantes convencionales farmacéuticamente compatibles como diluyentes inertes, tales como
carbonato calcico, carbonato soédico, manitol, lactosa y celulosa; aglutinantes tales como almidén, gelatina y
sacarosa; disgregantes tales como almidoén, acido alginico y croscarmelosa; lubricantes tales como estearato de
magnesio, acido estearico y talco. En una realizacion, pueden usarse emolientes tales como diéxido de silicio para
mejorar las caracteristicas de flujo de la mezcla de polvos. En una realizacién, pueden afadirse agentes colorantes,
tales como colorantes FD&C, para la apariencia. Los edulcorantes y agentes saporiferos, tales como aspartamo,
sacarina, mentol, menta y sabores de frutas, son adyuvantes utiles para comprimidos masticables. Las capsulas
tipicamente comprenden uno o mas diluyentes sélidos desvelados anteriormente. En algunas realizaciones, la
seleccion de componentes vehiculo depende de consideraciones secundarias como el sabor, el coste y la
estabilidad en almacenamiento, que no son criticas para los fines de la presente invencion, y puede realizarse
facilmente por un experto en la técnica.

En una realizacion, la forma de dosificacién oral comprende un perfil de liberacién predefinido. En una realizacion, la
forma de dosificacion oral de la presente invencidon comprende comprimidos, capsulas, grageas o comprimidos
masticables de liberacidon prolongada. En una realizacién, la forma de dosificacién oral de la presente invencion
comprende comprimidos, capsulas, grageas o comprimidos masticables de liberacion lenta. En una realizacion, la
forma de dosificacion oral de la presente invencion comprende comprimidos, capsulas, grageas o comprimidos
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masticables de liberacién inmediata. En una realizacién, la forma de dosificacion oral se formula de acuerdo con el
perfil de liberacidon deseado del principio activo farmacéutico como se conoce por los expertos en la técnica.

Las composiciones perorales, en algunas realizaciones, comprenden soluciones, emulsiones, suspensiones liquidas,
y similares. En algunas realizaciones, se conocen bien en la técnica vehiculos farmacéuticamente aceptables
adecuados para la preparacion de dichas composiciones. En algunas realizaciones, las composiciones orales
liguidas comprenden de aproximadamente el 0,012 % a aproximadamente el 0,933 % del compuesto o los
compuestos deseados, o en otra realizacién, de aproximadamente el 0,033 % a aproximadamente el 0,7 %.

En algunas realizaciones, las composiciones para su uso en esta invencién comprenden soluciones o emulsiones,
que en algunas realizaciones son soluciones o emulsiones acuosas que comprenden una cantidad segura y eficaz
de los compuestos de la presente invencion y opcionalmente otros compuestos, disefiadas para administracion
intranasal tépica. En algunas realizaciones, las composiciones comprenden de aproximadamente el 0,01 % a
aproximadamente el 10,0 % p/v de un compuesto objeto, mas preferiblemente de aproximadamente el 0,1 % a
aproximadamente el 2,0 %, que se usa para administracion sistémica de los compuestos por la via intranasal.

En otra realizacion, las composiciones farmacéuticas se administraran por inyeccion intravenosa, intraarterial o
intramuscular de una preparacioén liquida. En algunas realizaciones, las formulaciones liquidas incluyen soluciones,
suspensiones, dispersiones, emulsiones, aceites, y similares. En una realizacion, las composiciones farmacéuticas
se administraran por via intravenosa, y por lo tanto, se formulan en una forma adecuada para administracion
intravenosa. En otra realizacion, las composiciones farmacéuticas se administraran por via intraarterial, y por lo
tanto, se formulan en una forma adecuada para administracion intraarterial. En otra realizacién, las composiciones
farmacéuticas se administraran por via intramuscular y por lo tanto, se formulan en una forma adecuada para
administracion intramuscular.

Ademas, en otra realizacién, las composiciones farmacéuticas se administraran por via tépica a superficies
corporales, y por lo tanto, se formulan en una forma adecuada para administracion topica. Las formulaciones topicas
adecuadas incluyen geles, pomadas, cremas, lociones, gotas y similares. Para administracion toépica, los
compuestos de la presente invencidén se combinan con un agente o agentes terapéuticos apropiados adicionales,
preparados y aplicados como soluciones, suspensiones o emulsiones en un diluyente fisiolégicamente aceptable con
o sin un vehiculo farmacéutico.

En una realizacién, las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se fabrican por procesos bien
conocidos en la técnica, por ejemplo, por medio de procesos convencionales de mezcla, disolucién, granulacién,
realizacion de grageas, levigacion, emulsion, encapsulacién, atrapamiento o liofilizacion.

En una realizacion, las composiciones farmacéuticas para su uso de acuerdo con la presente invencion se formulan
de una manera convencional usando uno o mas vehiculos fisiolégicamente aceptables que comprenden excipientes
y adyuvantes, que facilitan el procesamiento de los principios activos en preparaciones que pueden usarse de forma
farmacéutica. En una realizacion, la formulacién depende de la via de administracion seleccionada.

En una realizacién, se formulan inyectables de la invencion en soluciones acuosas. En una realizacién, se formulan
inyectables de la invencién en tampones fisioldgicamente compatibles tales como solucion de Hank, solucion de
Ringer o tampodn salino fisiologico. En algunas realizaciones, para administracion transmucosa, se usan penetrantes
apropiados para la barrera para permear en la formulacién. Dichos penetrantes se conocen en general en la técnica.

En una realizacion, las preparaciones descritas en el presente documento se formulan para administracion
parenteral, por ejemplo, por inyeccién en bolo o infusién continua. En algunas realizaciones, se presentan
formulaciones para inyeccion en forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, en ampollas o en recipientes multidosis
con, opcionalmente, un conservante anadido. En algunas realizaciones, las composiciones son suspensiones,
soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos 0 acuosos, y contienen agentes de formulacion tales como agentes
de suspension, estabilizadores y/o de dispersion.

Las composiciones también comprenden, en algunas realizaciones, conservantes, tales como cloruro de benzalconio
y timerosal, y similares; agentes quelantes, tales como edetato sédico y otros; tampones tales como fosfato, citrato y
acetato; agentes de tonicidad tales como cloruro sédico, cloruro potasico, glicerina, manitol y otros; antioxidantes
tales como acido ascoérbico, acetilcistina, metabisulfato sédico y otros; agentes aromaticos; agentes de ajuste de
viscosidad, tales como polimeros, incluyendo celulosa y derivados de la misma; y alcohol polivinilico y acido y bases
para ajustar el pH de estas composiciones acuosas segun se necesite. Las composiciones también comprenden, en
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algunas realizaciones, anestesia local u otros activos. Las composiciones pueden usarse como pulverizaciones,
nebulizaciones, gotas y similares.

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas para administracién parenteral incluyen soluciones
acuosas de la preparacion activa en forma soluble en agua. Adicionalmente, se preparan suspensiones de los
principios activos, en algunas realizaciones, como suspensiones de inyeccion a base de agua u oleosas apropiadas.
Los disolventes o vehiculos lipéfilos adecuados, incluyen, en algunas realizaciones, aceites grasos tales como aceite
de sésamo o ésteres de &cidos grasos sintéticos tales como oleato de etilo, triglicéridos o liposomas. Las
suspensiones de inyeccion acuosa contienen, en algunas realizaciones, sustancias, que aumentan la viscosidad de
la suspension, tales como carboximetil celulosa sédica, sorbitol o dextrano. En otra realizacion, la suspension
también contiene estabilizadores o agentes adecuados que aumentan la solubilidad de los principios activos para
permitir la preparacion de soluciones altamente concentradas.

En otra realizacién, el compuesto activo puede administrarse en una vesicula, en particular un liposoma (véase
Langer, Science 249: 1527-1533 (1990); Treat et al., en Liposomes in the Therapy of Infectious Disease and Cancer,
Lopez- Berestein y Fidler (eds.), Liss, Nueva York, pags. 353-365 (1989); Lopez-Berestein, ibid., pags. 317-327;
véase generalmente ibid).

En otra realizacion, la composicion farmacéutica a administrar en un sistema de liberacién controlada se formula
para infusidén intravenosa, bomba osmotica implantable, parche transdérmico, liposomas u otros modos de
administracion. En una realizacién, se usa una bomba (véase Langer, anteriormente; Sefton, CRC Crit. Ref. Biomed.
Eng. 14: 201 (1987); Buchwald et al., Surgery 88: 507 (1980); Saudek et al., N. Engl. J. Med. 321: 574 (1989). En
otra realizacién, pueden usarse materiales poliméricos. En otra realizacion mas, puede situarse un sistema de
liberacion controlada en proximidad a la diana terapéutica, es decir, el cerebro, requiriendo de este modo solamente
una fraccion de la dosis sistémica (véase, por ejemplo, Goodson, in Medical Applications of Controlled Release,
anteriormente, vol. 2, pags. 115-138 (1984). Otros sistemas de liberacion controlada se analizan en la revision de
Langer (Science 249: 1527-1533 (1990).

En algunas realizaciones, el principio activo esta en forma de polvo para constitucion con un vehiculo adecuado, por
ejemplo, solucién a base de agua sin pirdgenos, estéril, antes de su uso. Las composiciones se formulan, en algunas
realizaciones, para administracion por atomizacién e inhalacion. En otra realizacién, las composiciones estan
contenidas en un recipiente con medios de atomizacion unidos.

En una realizacién, la preparacién de la presente invencion se formula en composiciones rectales tales como
supositorios 0 enemas de retencioén, usando, por ejemplo, bases de supositorio convencionales tales como manteca
de cacao u otros glicéridos.

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas adecuadas para su uso en el contexto de la presente
invencion incluyen composiciones en las que los principios activos estan contenidos en una cantidad eficaz para
conseguir el fin pretendido. En algunas realizaciones, una cantidad terapéuticamente eficaz significa una cantidad de
principios activos eficaz para prevenir, aliviar o mejorar los sintomas de la enfermedad o prolongar la supervivencia
del sujeto que se trate.

En una realizacion, la determinaciéon de una cantidad terapéuticamente eficaz esta dentro de la capacidad de los
expertos en la técnica.

Las composiciones también comprenden conservantes, tales como cloruro de benzalconio y timerosal, y similares;
agentes quelantes, tales como edetato sodico y otros; tampones tales como fosfato, citrato y acetato; agentes de
tonicidad tales como cloruro sédico, cloruro potasico, glicerina, manitol y otros; antioxidantes tales como &acido
ascorbico, acetilcistina, metabisulfato sédico y otros; agentes aromaticos; agentes de ajuste de viscosidad, tales
como polimeros, incluyendo celulosa y derivados de la misma; y alcohol polivinilico y acido y bases para ajustar el
pH de estas composiciones acuosas segun se necesite. Las composiciones también comprenden anestesia local u
otros activos. Las composiciones pueden usarse como pulverizaciones, nebulizaciones, gotas y similares.

Algunos ejemplos de sustancias que pueden actuar como vehiculos farmacéuticamente aceptables o componentes
de los mismos son azucares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa; almidones, tales como almidén de maiz y
almidén de patata; celulosa y sus derivados, tales como carboximetil celulosa sddica, etil celulosa y metil celulosa;
tragacanto en polvo; malta; gelatina; talco; lubricantes sélidos, tales como acido estearico y estearato de magnesio;
sulfato calcico; aceites vegetales, tales como aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodon, aceite de sésamo,
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aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de theobroma; polioles tales como propilenglicol, glicerina, sorbitol, manitol y
polietilenglicol; acido alginico; emulsionantes tales como los emulsionantes de la marca Tween™; agentes
humectantes, tales como lauril sulfato sédico; agentes colorantes; agentes saporiferos; agentes de formacion de
comprimidos, estabilizadores; antioxidantes; conservantes; agua sin pirégenos; solucidon salina isoténica; y
soluciones de tampon fosfato. La eleccion de un vehiculo farmacéuticamente aceptable para usar junto con el
compuesto se determina basicamente por el modo en que va a administrarse el compuesto. Si el compuesto objeto
se va a inyectar, en una realizacion, el vehiculo farmacéuticamente aceptable es solucion salina fisiologica estéril,
con un agente de suspension compatible con la sangre, cuyo pH se ha ajustado a aproximadamente 7,4.

Ademas, las composiciones comprenden adicionalmente aglutinantes (por ejemplo, goma arabiga, almidon de maiz,
gelatina, carbdmero, etil celulosa, goma guar, hidroxipropil celulosa, hidroxipropil metil celulosa, povidona), agentes
disgregantes (por ejemplo almidén de maiz, almidon de patata, acido alginico, didxido de silicio, croscarmelosa
sédica, crospovidona, goma guar, glicolato de almidén soédico), tampones (por ejemplo, Tris-HCI, acetato, fosfato) de
diversos pH y fuerza idnica, aditivos tales como albumina o gelatina para evitar la absorcion en superficies,
detergentes (por ejemplo, Tween 20, Tween 80, Pluronic F68, sales de acido biliar), inhibidores de proteasa,
tensioactivos (por ejemplo lauril sulfato sédico), potenciadores de la permeacion, agentes de solubilizacion (por
ejemplo, glicerol, polietilen glicerol), antioxidantes (por ejemplo, acido ascérbico, metabisulfito sddico, hidroxianisol
butilado), estabilizadores (por ejemplo hidroxipropil celulosa, hidroxipropilmetil celulosa), agentes que aumentan la
viscosidad (por ejemplo carbémero, diéxido de silicio coloidal, etil celulosa, goma guar), edulcorantes (por ejemplo,
aspartamo, acido citrico), conservantes (por ejemplo, timerosal, alcohol bencilico, parabenos), lubricantes (por
ejemplo acido estearico, estearato de magnesio, polietilenglicol, lauril sulfato sédico), ayuda de fluidificaciéon (por
ejemplo didxido de silicio coloidal), plastificantes (por ejemplo ftalato de dietilo, citrato de trietilo), emulsionantes (por
ejemplo carbémero, hidroxipropil celulosa, lauril sulfato sodico), revestimientos poliméricos (por ejemplo,
poloxameros o poloxaminas), agentes formadores de revestimientos y peliculas (por ejemplo, etil celulosa, acrilatos,
polimetacrilatos) y/o adyuvantes.

Los componentes tipicos de vehiculos para jarabes, elixires, emulsiones y suspensiones incluyen etanol, glicerol,
propilenglicol, polietilenglicol, sacarosa liquida, sorbitol y agua. Para una suspension, los agentes de suspension
tipicos incluyen metil celulosa, carboximetil celulosa sdédica, celulosa (por ejemplo, Avicel™, RC-591), tragacanto y
alginato sddico; los agentes humectantes tipicos incluyen lecitina y polioxietilen sorbitan (por ejemplo, polisorbato
80). Los conservantes tipicos incluyen metil parabeno y benzoato sédico. En otra realizacion, las composiciones
liquidas perorales también contienen uno o mas componentes tales como edulcorantes, agentes saporiferos y
colorantes desvelados anteriormente.

Las composiciones también incluyen la incorporacion del material activo en o sobre preparaciones de particulas de
compuestos poliméricos tales como acido polilactico, acido poliglicélico, hidrogeles, etc., o en liposomas,
microemulsiones, micelas, vesiculas unilamelares o multilamelares, fantasmas de eritrocitos, o esferoplastos. Dichas
composiciones influiran en el estado fisico, solubilidad, estabilidad, velocidad de liberacién in vivo y velocidad de
eliminacion in vivo.

También se comprenden por la invencidn composiciones en particulas recubiertas con polimeros (por ejemplo,
poloxameros o poloxaminas) y el compuesto acoplado con anticuerpos dirigido contra receptores especificos de
tejido, ligandos o antigenos o acoplado con ligandos de receptores especificos de tejido.

En algunas realizaciones, los compuestos modificados por la unién covalente de polimeros solubles en agua tales
como polietilenglicol, copolimeros de polietilenglicol y polipropilenglicol, carboximetil celulosa, dextrano, alcohol
polivinilico, polivinilpirrolidona o poliprolina. En otra realizacién, los compuestos modificados muestran semividas
sustancialmente mas prolongadas en sangre después de inyeccién intravenosa que los compuestos no modificados
correspondientes. En una realizacion, las modificaciones también aumentan la solubilidad del compuesto en solucién
acuosa, eliminan la agregacion, potencian la estabilidad fisica y quimica del compuesto y reducen en gran medida la
inmunogenicidad y reactivad del compuesto. En otra realizacion, la actividad biolégica deseada in vivo se consigue
por la administracion de dichos aductos de polimero-compuesto menos frecuentemente o en menores dosis que con
el compuesto no modificado.

En algunas realizaciones, puede estimarse la preparacion de la cantidad o dosis eficaz inicialmente a partir de
ensayos in vitro. En una realizacion, una dosis puede formularse en modelos animales y dicha informacion puede
usarse para determinar de forma mas precisa dosis utiles en seres humanos.

En una realizacion, pueden determinarse la toxicidad y la eficacia terapéutica de los principios activos descritos en el
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presente documento por procedimientos farmacéuticos convencionales in vitro, en cultivos celulares o animales
experimentales. En una realizacion, los datos obtenidos de estos ensayos de cultivo celular e in vitro y estudios
animales pueden usarse en la formulacion de un intervalo de dosificacion para su uso en seres humanos. En una
realizacion, las dosificaciones varian dependiendo de la forma de dosificacion empleada y la via de administracion
utilizada. En una realizacion, la formulacién, via de administracion y dosificacion exactas pueden seleccionarse por
el médico individual a la vista de la afeccién del paciente. [Véase, por ejemplo, Fingl, et al., (1975) "The
Pharmacological Basis of Therapeutics”, Cap. 1 pag. 1].

En una realizacion, dependiendo de la gravedad y sensibilidad de la afeccion a tratar, la dosificacién puede ser de
una uUnica o una pluralidad de administraciones, durando el ciclo de tratamiento de varios dias a varias semanas o
hasta que se efectua la cura o se consigue disminucion de la patologia.

En una realizacion, la cantidad de una composicién a administrar dependera, por supuesto, del sujeto que se trate, la
gravedad de la afeccién, la manera de administracion, el criterio del médico que la prescribe, etc.

En una realizacién, también se preparan composiciones que incluyen la preparacion de la presente invencion
formulada en un vehiculo farmacéutico compatible, se colocan en un recipiente apropiado, y se marcan para el
tratamiento de una afeccion indicada.

En una realizacién, las composiciones de la presente invencion se presentan en un envase o dispositivo
dispensador, tal como un kit aprobado por la FDA, que contiene una o mas formas de dosificacion unitaria que
contienen el principio activo. En una realizacion, el envase, por ejemplo, comprende papel metalico o plastico, tal
como un envase de blister. En una realizacion, el envase o dispositivo dosificador se acompafia de instrucciones
para la administraciéon. En una realizacion, el envase o dosificador se acompafia de un aviso asociado con el
recipiente en una forma prescrita por una agencia gubernamental que regule la fabricacion, uso o venta de productos
farmacéuticos, siendo dicho aviso reflejo de la aprobacion por la agencia de la forma de las composiciones o
administracion humana o veterinaria. Dicho aviso, en una realizacion, es una etiqueta aprobada por la U.S. Food and
Drug Administration para farmacos de prescripcion o de un prospecto de producto aprobado.

En una realizacion, se apreciara que los polipéptidos de la presente invencién pueden proporcionarse al individuo
con agentes activos adicionales para conseguir un efecto terapéutico mejorado en comparacién con el tratamiento
con cada agente por si solo. En otra realizacién, se toman medidas (por ejemplo, dosificacién y seleccion del agente
complementario) para efectos secundarios adversos que se asocian con terapias de combinacion.

Resultaran evidentes para un experto habitual en la técnica objetos, ventajas y caracteristicas nuevas adicionales de
la presente invencion tras el examen de los siguientes ejemplos, que no se pretende que sean limitantes.
Adicionalmente, cada una de las diversas realizaciones y aspectos de la presente invencidon como se han indicado
anteriormente en el presente documento y como se reivindican en la seccion de reivindicaciones posteriormente
encuentran apoyo experimental en los siguientes ejemplos.

Ejemplos

En general, la nomenclatura usada en el presente documento y los procedimientos de laboratorio utilizados en la
presente invencion incluyen técnicas moleculares, bioquimicas, microbiolégicas y de ADN recombinante. Dichas
técnicas se explican exhaustivamente en la bibliografia. Véase, por ejemplo, "Molecular Cloning: A laboratory
Manual" Sambrook et al., (1989); "Current Protocols in Molecular Biology" Volimenes I-lll Ausubel, R. M., ed. (1994);
Ausubel et al., "Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley y Sons, Baltimore, Maryland (1989); Perbal, "A
Practical Guide to Molecular Cloning", John Wiley & Sons, Nueva York (1988); Watson et al., "Recombinant DNA",
Scientific American Books, Nueva York; Birren et al. (eds) "Genome Analysis: A Laboratory Manual Series", Vol. 1-4,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1998); metodologias como se expone en las Pat. de Estados
Unidos N.° 4.666.828; 4.683.202; 4.801.531; 5.192.659 y 5.272.057; "Cell Biology: A Laboratory Handbook",
Volumenes I-lll Cellis, J. E., ed. (1994); "Culture of Animal Cells - A Manual of Basic Technique" by Freshney, Wiley-
Liss, N. Y. (1994), Tercera Edicién; "Current Protocols in Immunology" Voliumenes I-lll Coligan J. E., ed. (1994);
Stites et al. (eds), "Basic and Clinical Immunology" (82 Edicion), Appleton & Lange, Norwalk, CT (1994); Mishell y
Shiigi (eds), "Selected Methods in Cellular Immunology”, W. H. Freeman and Co., Nueva York (1980); los
inmunoensayos disponibles se describen extensamente en la bibliografia de patentes y cientifica, véase, por
ejemplo, las Pat. de Estados Unidos N.° 3.791.932; 3.839.153; 3.850.752; 3.850.578; 3.853.987; 3.867.517,
3.879.262; 3.901.654; 3.935.074; 3.984.533; 3.996.345; 4.034.074; 4.098.876; 4.879.219; 5.011.771 y 5.281.521;
"Oligonucleotide Synthesis" Gait, M. J., ed. (1984); "Nucleic Acid Hybridization" Hames, B. D., y Higgins S. J., eds.
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(1985); "Transcription and Translation" Hames, B. D., y Higgins S. J., eds. (1984); "Animal Cell Culture" Freshney, R.
I., ed. (1986); "Immobilized Cells and Enzymes" IRL Press, (1986); "A Practical Guide to Molecular Cloning" Perbal,
B., (1984) y "Methods in Enzymology" Vol. 1-317, Academic Press; "PCR Protocols: A Guide To Methods And
Applications", Academic Press, San Diego, CA (1990); Marshak et al., "Strategies for Protein Purification and
Characterization - A Laboratory Course Manual" CSHL Press (1996). Se proporcionan en todo este documento otras
referencias generales.

A continuacion, los Ejemplos 1 a 6 se consideraran como parte de la invencion en la medida que se refieran a los
polipéptidos modificados por CTP que consisten en una eritropoyetina (EPO) y tres CTP, en los que un primer CTP
de gonadotropina coridnica esta unido al extremo amino de la EPO, y el segundo y tercer CTP de gonadotropina
coridnica estan unidos al extremo carboxi de la EPO, como se reivindica. Los Ejemplos 7 y 8 son comparativos.

EJEMPLO 1
Generacion de construcciones de EPO
MATERIALES Y METODOS:

Construccion del vector de expresion pCl-dhfr: El vector de expresion de mamifero pCl-neo se adquirié en
Promega (catalogo n.° E1841). El vector contiene un potenciador/promotor IE de CMV y gen de neomicina
fosfotransferasa. El clon pSV2-dhfr se adquirié en la ATCC (Catalogo N.° 37146). El plasmido contiene el gen dhfr
murino. La construccion del vector pCl-dhfr se realizd6 como se indica a continuacion:

a. Se digiri6 el plasmido pSV2-dhfr con la enzima de restriccion Bglll (extremo 3' del gen dhfr). Se usé ADN
polimerasa |, Fragmento Grande (Klenow) para llenar los salientes 5' para formar extremos romos. Después
se digirié el ADN con la enzima de restriccion Avrll (extremo 5' del gen dhfr). Se aisl6 el fragmento del gen
dhfr (extremo romo de Avrll).

b. El vector pCl-neo se digirid con la enzima de restriccion BstXl (extremo 3' del gen neo). Se us6 ADN
polimerasa |, Fragmento Grande (Klenow) para retirar los salientes 3' para formar extremos romos. Después
se digirié el ADN con la enzima de restriccion Avrll (extremo 5' del gen neo). Se aisl6 el vector de expresion
(extremo romo de Avrll).

c. El gen dhfr se ligd en el vector pCl para formar un vector de expresion que contenia el gen dhfr (pCl-
dhfr).

Construccién de variantes de hEPO-CTP: Un gen de casete que contenia el péptido C terminal (CTP) de la
subunidad beta de hCG se condensd con la secuencia codificante de la EPO humana (NP_000790.2) en
localizaciones diferentes. Se construyeron cuatro variantes de EPO-CTP como se ilustra en las figuras 1A-D. Se us6
el péptido sefial proEPO para la construccion de las variantes de EPO-CTP secretadas. Se ligaron fragmentos Xbal -
Notl que contenian secuencias de Epo en el vector de expresion pCl-dhfr de la presente invencion.

La Tabla 1 a continuacion en el presente documento resume las secuencias de cebadores usadas para construir los
polipéptidos que contienen CTP.

Tabla 1
Numero de SEQID secuencia Sitio de restriccion
cebador NO (subrayado en la secuencia)
1 7 5' AATCTAGAGGTCATCATGGGGGTGC 3' Xbal
2 8 5' ATTGCGGCCGCGGATCCAGAAGACCTTTATTG 3' Notl
17R 9 5' TAAATATTGGGGTGTCCGAGGGCCC 3' Sspl
10 10 5' CCAATATTACCACAAGCCCCACCACGCCTCAT 3' Sspl
11R 11 5'TGCGGCCGCGGATCCT':I;:ATCTGTCCCCTGTCCTGC Notl
15 12 5' GCCCTGCTGTCGGAAGC 3
2R 13 5' ATTGCGGCCGCGGATCCAGAAGACCTTTATTG Notl
23R 14 5'CTTTGAGGAAGAGGAGCCCAGGACTGGGAGGCS!
24 15 5' CCTGGGCTCCTCTTCCTCAAAGGC 3'
38R 16 5' GCTTCCGACAGCAGGGC 3'

45
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EPO-1 701-1-p17-6 (Epo-1 - SEQ ID NO: 1): El fragmento Xbal-Notl de 702 pb se construyé por PCR usando los
cebadores anteriores (SEQ ID NOs: 7-16). Después, el fragmento de PCR Xbal-Notl que contenia la secuencia Epo-
ctp en el vector de expresién pCl-dhfr.

EPO-2 701-2-p24-2 (Epo-2- SEQ ID NO: 2): El fragmento Xbal/Apal (hGH-ctp) de pCl-dhfr-401-2-p21-2 (hGH-ctpx2)
se reemplazo por el fragmento Xbal/Apal (EPO-ctp) de 701-1-p17-6 para crear un Epo-ctpx2.

EPO-4-701-4p42-1(Epo-4 - SEQ ID NO: 4): En primer lugar, se construyé un fragmento pCl-dhfr- EPO-ctp (701-1-
p17-6) por PCR usando los cebadores 1 y 17 seguido de digestion con Xbal/Sspl. Esto dio como resultado un
fragmento que contenia EPO y CTP 5' parcial.

En segundo lugar, se construyé un nuevo fragmento por PCR solapante, en pGT123-hEpo como un molde, usando
el cebador 10 y el cebador 11. La digestion con Sspl/Notl dio como resultado un fragmento que contenia CTP y Epo
parcial 3'.

Los dos fragmentos se ligaron en pCl-dhfr para construir el clon p701-4-p42-1.

EPO-3-p56-6 (Epo-3 SEQ ID NO; 3): Los cebadores se adquirieron en Sigma-Genosys. Se realizé una reaccion de
PCR usando el cebador 15 (SEQ ID NO: 12) y el cebador 2R (SEQ ID NO: 13) y ADN plasmidico de pCl-dhfr- EPO-
ctp x2 (701-2-p24-2) como un molde. Como resultado de la amplificacion por PCR, se formé un producto de 486 pb y
se ligé en el vector de clonacion TA (Invitrogen, catalogo K2000-01). Se aislé un fragmento Stu | -Notl que contenia
una secuencia *Epo-ctp x2 (209 pb).

Se realizaron tres reacciones de PCR secuenciales. La primera reaccién se realizé con el cebador 1 (SEQ ID NO: 7)
y el cebador 23R (SEQ ID NO: 14) y ADN plasmidico de pGT123-epo-ctp como una plantilla; como resultado de la
amplificacion por PCR, se formé un producto de 80 pb (péptido sedal).

La segunda reaccion se realizo con el cebador 24 (SEQ ID NO: 15) y el cebador 11R (SEQ ID NO: 11) y ADN
plasmidico de 701-4-p42-1 como un molde; como resultado de la amplificaciéon por PCR, se formé un producto de
610 pb.

La ultima reaccion se realizd con los cebadores 1 (SEQ ID NO: 7) y 11R (SEQ ID NO: 11) y una mezcla de los
productos de las dos reacciones previas como un molde; como resultado de la amplificacion por PCR, se formé un
producto de 700 pb y se aisl6 el fragmento Xbal-Stul.

Los dos fragmentos (Xbal-Stul y Stul -Notl) se insertaron en el vector de expresién eucariota pCl-dhfr (ligacion triple)
para producir el clon 701-3-p56-6.

EPO-5-p91-4 (Epo-5 SEQ ID NO; 5 - (ctp- Epo): Se pidieron cebadores de Sigma-Genosys. Se realizd una reaccion
de PCR usando el cebador 1 (SEQ ID NO: 7) y el cebador 118 (SEQ ID NO: 11) y ADN plasmidico de pCl-dhfr-ctp-
EPOctp x2 (701-3-p56-6) como un molde; como resultado de la amplificacion por PCR, se formé un producto de 670
pb y se ligd en el vector de clonacién TA (Invitrogen, catalogo K2000-01). Se ligd el fragmento Xbal-Notl que
contenia la secuencia de ctp-Epo en el vector de expresion eucariota pCl-dhfr para producir el clon 701-5-p91-4.

EPO-6-p90-1 (Epo-6 SEQ ID NO: 6 - (ctp- Epo-ctp): Se realizaron tres reacciones de PCR. La primera reaccién se
realizé con el cebador 1 (SEQ ID NO: 7) y el cebador 38R (SEQ ID NO: 16) y ADN plasmidico de 701-3-p56-6 como
un molde; como resultado de la amplificacién por PCR, se formé un producto de 400 pb.

La segunda reaccién se realizo con el cebador 15 (SEQ ID NO: 12) y el cebador 2R (SEQ ID NO: 13) y ADN
plasmidico de 701-1-p17-6 como un molde; como resultado de la amplificacion por PCR, se formé un producto de
390 pb.

La dltima reaccion se realizé con los cebadores 1 (SEQ ID NO: 7) y 2R (SEQ ID NO: 13) y una mezcla de los
productos de las dos reacciones anteriores como un molde; como resultado de la amplificacién por PCR, se formo
un producto 787 pb y se ligd en el vector de clonaciéon TA (Invitrogen, catadlogo K2000-01). El fragmento Xbal-Notl
que contenia la secuencia ctp-Epo-ctp se ligd en el vector de expresion eucariota pCl-dhfr para producir el clon 701-
6-p90-1.
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EJEMPLO 2

Expresién y aislamiento de polipéptidos EPO-CTP
MATERIALES Y METODOS

Transfeccion de ADN y seleccién de clones: Se transfectaron células DG44 con vectores de expresion pCI-DHFR
que contenian variantes de EPO-CTP usando el Reactivo FUGENEG6 (Reactivo de Transfeccion de FUGENE - Roche
Cat.11 815 091 001). 48 horas después de la transfeccion, las células se diluyeron y se sembraron a 50-200 células
por pocillo en un medio selectivo (Medio CD DG44 sin HT (Gibco: pieza Scotland: N.° 07990111A) Sku num.:
ME060027 complementado con L-Glutamina 8 mM Biological Industries: Cat: 03-020-1A) y 18 ml/l de solucién de
Pluronic F-68 al 10 % (Gibco: Cat: 240040-032). Se exploraron clones seleccionados con respecto a la mayor
produccién de proteinas usando ELISA comercial. Se congelaron 3-5 clones productores por cada variante para un
banco de células de reserva. Se adapté para cultivo un clon seleccionado para cada variante en cultivos a mayor
escala en matraces de hasta 1 | en una plataforma de agitacidon orbital. Se recogieron los sobrenadantes y se
analizaron por ELISA, SDS-PAGE vy transferencia de western. Después de la retirada de alicuotas, los
sobrenadantes que contenian proteinas se mantuvieron congelados hasta su uso posterior.

Cultivo celular: Las células DG44 se mantuvieron en medio DG44 con HT (cat. n.° 12610-010, Gibco)
complementado con L-Glutamina 8 mM (Biological Industries: Cat: 03-020-1A) y 18 ml/I de solucion de Pluronic F-68
al 10 % (Gibco: Cat: 240040-032), a 37 °C en una incubadora humidificada de CO:2 al 8 %. Los clones transfectados
se mantuvieron en medio basal DG44 sin complemento de HT, hipoxantina y timidina, con acido plurénico y L-
glutamina.

Preparacion de muestras: Los sobrenadantes se recogieron, se filtraron y se analizaron por ELISA para determinar
la concentracion de proteinas. Se usaron SDS-PAGE vy transferencia de western para determinar la pureza e
identidad. Después de ELISA, se definieron las concentraciones de muestras y la solucion se dializé frente a PBS.
Después de la retirada de alicuotas, los sobrenadantes contenidos en proteinas se mantuvieron congelados a -20 °C
hasta su uso posterior.

Transferencia de Western: Se sometieron muestras a electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida al 15 % no
desnaturalizantes. Se permitid que los geles se equilibraran durante 10 minutos en Tris 25 mM y glicina 192 mM en
metanol al 20 % (vol/vol). Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa de un tamafio de poro de
0,2 ym (Sigma, Saint Louis, MO) a 250 mA durante 3 horas, usando una celda de electroforesis Mini Trans-Blot 10
(Biorad Laboratories, Richmond, CA). La membrana de nitrocelulosa se incubd en leche en polvo desgrasada al 5 %
durante 2 h a temperatura ambiente. La membrana se incubd con antisuero de EPO (titulo 1:1000) durante una
noche a 4 °C seguido de tres lavados consecutivos en PBS que contenia Tween al 0,1 % (10 minutos/lavado). La
membrana se incubd con anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) (Zymed, San
Francisco, CA) durante 2 h a temperatura ambiente seguido de tres lavados. Finalmente, se hizo reaccionar el papel
de nitrocelulosa con un sustrato quimioluminiscente potenciado (ECL) (Pierce, Rockford, IL) durante 5 minutos, se
sec6 con una ldmina de Whatman, y se expuso a una pelicula de rayos X.

RESULTADOS

La Tabla 2 a continuacion en el presente documento muestra las concentraciones de las diversas formas de EPO
modificada por CTP obtenidas a partir de 5 clones seleccionados y su preparacién para ensayos adicionales.

Tabla 2

N.°de N.°de Titulo de reserva | Post-dilucién en sob. Mock de acuerdo Post-ultrafiltracion
version clon IU/mlt con el titulo de Epo3 IU/mI? IU/ml3

Epo0 17 3093 102 335
SEQ ID NO:
16

Epo1 47 1049 104 291
SEQ ID NO:
1

Epo2 67 2160 110 303
SEQ ID NO:
2

Epo3 85 105 119 392
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SEQ ID NO:
3

Epo4 112 6100 ND 342
SEQ ID NO:
4

1. La concentracion de la reserva de variantes de EPO se determind por ELISA (ELISA Quantikine IVD Epo, DEPOO,
R&D Systems)

2. Las muestras EPO-0, 1, 2 y 4 se diluyeron a 105 Ul/ml en sob. mock (ajustadas a titulo de Epo3). Epo0 = EPO de
tipo silvestre expresada en el mismo sistema que las EPO modificadas por CTP

3. Todas las muestras se concentraron y se dializaron por ultrafiltracion frente a PBS hasta una concentracion final
de 180 Ul/ml.
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Todas las proteinas se detectaron por transferencia de Western como se ilustra en la figura 2.
EJEMPLO 3
Actividad biolégica de los polipéptidos EPO-CTP de la presente invencién

El ensayo de bioactividad de TF-1 representa la capacidad de las variantes de EPO-CTP para unirse con su receptor
y después estimular la actividad que da como resultado la proliferacion celular. Por lo tanto, este ensayo se usé
como una primera etapa para evaluar la potencia biolégica de los polipéptidos EPO-CTP de la presente invencion.

MATERIALES Y METODOS

Andlisis de proliferacién celular: Se realizé un ensayo de proliferacion con la linea celular TF-1, midiendo los
niveles de la tincion celular de MTT en funcion de la actividad de EPO (Kitamura et al., Kitamura, T. et al. (1989)
Establishmeut and characterization of a uniqgue human cell line that proliferates; Hammerling U. et al. In vitro
bioassay for human erythropoietin based on proliferative stimulation of an erythroid cell line and analysis of
carbohydrate-dependent microheterogeneity. Journal of Pharm. Biomed. Analysis 14(11): 1455-1469 (1996). Las
células TF-1 que crecian exponencialmente se lavaron dos veces, se sembraron a aproximadamente 10*
células/pocillo en placas de microtitulacion, y se incubaron en medio basal con una serie de diluciones valoradas de
EPO (Recormon), patrén de EPO (patrén NIBSC), rhEPO (MOD-7010), variantes de MOD-701 (EPO-1, EPO-2,
EPO-3 y EPO-4) durante 48 horas. 4 horas antes de ensayar la proliferacion celular, se afiadié reactivo MTT a los
pocillos, y se midié la absorbancia por un lector de ELISA. Se obtuvo un valor de concentracion de proteinas
calculado para cada proteina variante de la curva patrén de respuesta a la dosis de Eprex (forma artificial de
Epoyetina (EPO) de la hormona humana).

RESULTADOS

La actividad bioldgica in vitro de polipéptidos de EPO se determiné con una linea celular dependiente de Epo,
eritroleucemia humana TF-1 (Banco de Células DSMZ) [Dong et al., Biochemical and Biophysical Research
Communications, Volumen 339, Edicion 1, 6 de enero de 2006, Paginas 380-385]. El ensayo de MTT se realizd
[Hammerling U. et al. In vitro bioassay for human erythropoietin based on proliferative stimulation of an erythroid cell
line and analysis of carbohydrate-dependent microheterogeneity. Journal of Pharm. Biomed. Analysis 14(11): 1455-
1469 (1996);], y el patron de laboratorio de EPO usado para generar la curva patron se calibré frente al Patrén
Internacional (cédigo de ampolla de Epo 87/684 de NIBSC).

Los resultados se resumen en la Tabla 3 a continuacion en el presente documento. Los resultados indican que se
consiguié la mayor potencia usando EPO 3 y EPO 0 a concentraciones tanto de 2 como de 0,5 Ul/ml.

_ Tabla 3
PATRON Bioactividad de TF-1 IU/ml
Eprex
1U/ml EPO 0 EPO 1 EPO 2 EPO 3 EPO4 | Recormon Paggnode
SEQIDNO: | SEQID SEQ ID SEQID SEQ ID
16 NO: 1 NO: 2 NO: 3 NO: 4
2 4,93 2,32 213 6,91 3,55 3,44 7,40
0,5 1,60 0,76 0,53 1,34 0,84 0,87 1,53
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CONCLUSION

Como se ha resumido en la Tabla 3 anteriormente en el presente documento, se ejercieron diferentes niveles de
potencia por polipéptidos EPO-CTP, lo que indica diferencias en la unién con el receptor. Los polipéptidos EPO-CTP
difieren en el numero de casetes de CTP y la localizacién con la que se fusionan. EPO-1 y EPO-2 contienen 1
secuencia de CTP o 2 secuencias de CTP en el extremo C terminal de EPO, mientras que EPO-3 contiene 1 CTP en
el extremo N y 2 secuencias de CTP en el extremo C. EPO-4 es un dimero de dos moléculas de EPO ligadas por la
secuencia de CTP. EPO-3 demostro un nivel de potencia bastante similar a WT-EPO, mientras que EPO-1 y EPO-4
fueron aproximadamente un 50 % menos potentes que WT-EPO y la potencia de EPO-2 fue incluso menor del 50 %.

EJEMPLO 4
Evaluacion de los polipéptidos EPO-CTP de la presente invencion en un modelo de ratén

El siguiente experimento se realizé para comparar la bioactividad de los polipéptidos EPO-CTP y EPO comercial de
la presente invencion.

MATERIALES Y METODOS

Animales:
Especies/Cepa: Ratones ICR o CD-1 de cualquier sexo de aproximadamente 20-25 g
Tamafio del grupo: n=7
N.° de grupos: 9
N.° total de animales: n =63

Disefio experimental del estudio: El experimento se preparé como se resume en la Tabla 4 a continuacion en el
presente documento.

Tabla4
Grupo n.° | N.°de ratones por grupo TRATAMIENTO - - ——
' ' Compuesto Nivel de dosis | Régimen de dosificacion
1 Vehiculo (Control) 0
2 MOCK
3 MOD-7010
4 MQD-7011 1 vez a la semana
5 n=7 MOD-7012 15 pg/kg
6 MOD-7013
7 MOD-7014
8 . 15 ug/kg
9 rhEPO comercial 5 pg/kg 3 veces a la semana

Tratamiento de los animales: A todos los animales se les administré control o los polipéptidos EPO de ensayo de
la presente invencion por inyeccion en bolo. ElI volumen de inyeccién no excedio de 10 ml/kg. La longitud del
experimento fue de 22 dias. Se realizé diariamente una comprobacion de morbilidad y mortalidad.

Examen de recuento de reticulocitos y hematocrito (hct): Se llevé a cabo un recuento de reticulocitos en todos
los animales de ensayo el dia 2 y 14 h después de la 12 inyeccién de vehiculo o tratamiento respectiva. Se
determind el HCT en todos los animales una vez antes del tratamiento inicial (control del valor inicial "0") y a las 24 h
después de la 12 inyeccion de vehiculo o tratamiento respectiva, y a continuaciéon dos veces por semana hasta el
final del estudio (Dia 22).

RESULTADOS
Los resultados de hematocrito que se ilustran en las figuras 3-5 muestran que EPO 3 tiene el porcentaje de cambio
de hematocrito mayor desde el valor inicial en comparacién con EPO 1, EPO 2, Recormon 1, Recormon 3, rhEPO y

vehiculo. Los resultados que demuestran el porcentaje de reticulocitos en ratones tratados con los polipéptidos EPO-
CTP se resumen en la Tabla 5 a continuacion en el presente documento. Estos resultados muestran que EPO-3 es
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el estimulador de eritropoyesis mas potente.

Tabla 5
% de reticulocitos
Dias 2 14
Control :13(7)5 30‘?86
Mock 32 ??g
7010 SEQ ID NO: 16 8:2 137’594
7011 SEQ ID NO: 1 ?gg ljgg
7012 SEQ ID NO: 2 ?:gg 0375308
7013 SEQ ID NO: 3 S:gs 2;52
7014 SEQ ID NO: 4 81‘7‘? 3j§§
Recormon 1/S ggg ggg
Recormon 3/s ‘1‘;? :{fj
CONCLUSION

El experimento in vivo se disefié para medir dos parametros; el primero era para medir los parametros de
eritropoyesis tales como el porcentaje de reticulocitos y aumento de los niveles de hemoglobina, RBC y hematocrito.
El segundo fue para medir la durabilidad de la actividad biolégica de cada variante inyectando dosis una vez por
semana.

Se observé un rendimiento superior de EPO-3 en su capacidad para estimular la eritropoyesis en ratones normales.
EJEMPLO 5
Comparacion de los polipéptidos EPO-CTP de la presente invencién con Aranesp

El siguiente experimento se realizé para comparar la actividad biolédgica de una unica dosis en bolo de algunos
polipéptidos EPO-CTP de la presente invencién, EPO comercial y Aranesp. Aranesp es una eritropoyetina
recombinante de accién prolongada comercial en la que se han introducido dos mutaciones de sitios, dando como
resultado dos sitios de N-glucosilacion adicionales y un aumento en el nimero de restos de acido sidlico
incorporados.

MATERIALES Y METODOS
Animales:
Especies/Cepa: Ratones CD-1 hembra de cualquier sexo de aproximadamente 20-25 g

Tamanio del grupo: n=3

Disefio experimental del estudio: El experimento se prepar6 como se resume en la Tabla 6 a continuacion en el
presente documento.

Tabla 6
Grupo Articulo animales/grupo/punto Conc: ,de la Volumgn de Puntos temporales * (horas
o ; solucioén de dosis A o o
n. de ensayo de tiempo . después de la administracion)
dosis (ug/ml) (ml/kg)
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MOD- 0 (Pre-dosis), 0.25, 0.5, 1, 2, 6, 24,
1 7010 3 15 10 48, 96, 168, 216, 264 y 336 h
SEQID ’ posteriores a la administracion de
NO: 11 la dosis
'\4001% 0,25,0,5, 1, 2, 6, 24, 48: 96, 168,
2 SEQ ID 3 1,5 10 216, 264 y 336 h posteriores a la

NO: 3 administracion de la dosis

0,25,0,5,1, 2, 6, 24, 48, 96, 168,
3 Aranesp 3 1,5 10 216, 264 y 336 h posteriores a la
administracion de la dosis
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Tratamiento de los animales: A todos los animales se les administr6é control o los polipéptidos EPO de ensayo de
la presente invencion por inyeccion en bolo. El volumen de inyeccién no excedio de 10 ml/kg. La longitud del
experimento fue de 14 dias. Se realizé diariamente una comprobaciéon de morbilidad y mortalidad.

Examen de recuento de reticulocitos y hematocrito (hct): El examen de recuento de reticulocitos y hematocrito
se realizé como se ha descrito anteriormente.

RESULTADOS

Los resultados se ilustran en las figuras 6-9. Después de una unica inyeccion |.V. de 15 ug/kg de EPO 3, los tres
parametros sanguineos asociados con eritropoyetina, es decir, el nimero de reticulocitos, nivel de hemoglobina y
hematocrito, se mejoraron con respecto a los obtenidos con una dosis inyectada similar de rhEPO o Aranesp.
EJEMPLO 6

Comparacion de la farmacocinética de los polipéptidos EPO-CTP de la presente invencién con Aranesp

El siguiente experimento se realizdé para comparar la farmacocinética del polipéptido de EPO-CTP de la presente
invencion, EPO comercial y Aranesp.

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron muestras de suero para determinar los niveles de concentraciéon especificos para cada muestra. La
concentracion y los datos de puntos temporales se procesaron usando analisis no compartimentalizado WinNonLin.
Los parametros determinados incluian: AUC, CL, Ke, t1/2, Cmax, Tmax, y Vdz.

Se determinaron las concentraciones en suero usando dos kits de ELISA en paralelo. Se midi6 la concentracion en
suero de EPO-3 usando el kit de ELISA StemCell en comparaciéon con la concentracion en suero de EPO-0 y
Aranesp que se determinaron usando el kit de ELISA de R&D system.

RESULTADOS

Los resultados del analisis farmacocinético se resumen en la Tabla 7, a continuaciéon en el presente documento.

Estos resultados muestran que EPO 3 mostré medidas farmacocinéticas favorables como se indica por ejemplo en
las medidas de AUC, t1/2 y Cmax. Las medidas de Tmax fueron iguales a EPO-0, EPO-3 y Aranesp.
Tabla7

Parametros | Unidades | EPO-0 | EPO-3 | Aranesp

AUClast h*miU/ml | 31739 | 306072 | 178661

CL? ml/h/kg 1,1152 | 0,2188 | 0,1207

Ke 1/h 0,157 | 0,0529 | 0,0639

t1/2 h 4,4139 | 13,1141 | 10,84

Cmax miU/ml 10766 | 16466 13266

Tmax H 0,25 0,25 0,25

Vdz ml/kg 7,1017 | 4,1394 | 1,8877
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Los resultados del analisis de concentracion en suero se ilustran en la figura 9. Estos resultados muestran que EPO-
3 aun era detectable en el suero después de aproximadamente 190 horas. Tanto EPO-0 como Aranesp no eran
detectables en el suero después de aproximadamente 140 horas y 50 horas, respectivamente.

CONCLUSION

La depuracion de EPO-3 (MOD-7013) de la sangre de ratones CD-1 fue significativamente mas lenta que la de
rhEPO o Aranesp. Los tiempos de semivida calculados correspondientes fueron: rhEPO - 4,41 h; Aranesp - 0,84 h; y
MOD-7013 - 13,11 h.

EJEMPLO 7
Generacion de construcciones de hGH
MATERIALES Y METODOS

Se sintetizaron cuatro clones de hGH (variantes de proteina de 20 kD). Se ligaron fragmentos Xba | -Not | que
contenian secuencias de hGH de las cuatro variantes en el vector de expresion eucariota pCl-dhfr previamente
digerido con Xbal -Notl. Se preparé ADN de los 4 clones (401-0, 1, 2, 3 y 4). También se sintetiz6 otro clon de hGH
parcial (1-242 pb) de la proteina de 22 kD (0606114). Se pidieron cebadores de Sigma-Genosys. Las secuencias de
cebadores usadas para generar los polipéptidos de hGH-CTP de la presente invencién se resumen en la Tabla 8, a
continuacion en el presente documento.

Tabla 8
Numero de SEQID Secuencia Sitio de restriccion
cebador NO (subrayado en la secuencia)
25 27 5' CTCTAGAGGACATGGCCAC 3' Xbal
32R 28 5' ACAGGGAGGTCTGGGGGTTCTGCA 3'
33 29 5' TGCAGAACCCCCAGACCTCCCTGTGC 3
4R 30 5' CCAAACTCATCAATGTATCTTA 3’
25 31 5' CTCTAGAGGACATGGCCAC 3' Xbal
35R 32 5' CGAACTCCTGGTAGGTGTCAAAGGC 3'
34 33 5' GCCTTTGACACCTACCAGGAGTTCG 3
37R 34 5' ACGCGGCCGCATCCAGACCTTCATCACTGAGGC 3' Notl
39R 35 5' GCGGCCGCGGACTCATBC':AGAAGCCGCAGCTGCCC
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Construccion de 402-0-p69-1 (hGH) SEQ ID NO: 36: MOD-4020 es la hormona del crecimiento humana
recombinante de tipo silvestre (sin CTP) que se prepard para su uso como control en los experimentos descritos a
continuacion.

Se realizaron tres reacciones de PCR. La primera reaccion se realizé con el cebador 25 y el cebador 32R y ADN
plasmidico de 0606114 (clon parcial de hGH 1-242 pb) como un molde; como resultado de la amplificacién por PCR,
se formd un producto de 245 pb.

La segunda reaccion se realizo con el cebador 33 y el cebador 4R y ADN plasmidico de 401-0-p57-2 como un molde;
como resultado de la amplificacion por PCR, se formé un producto de 542 pb.

La dltima reaccion se realizd con los cebadores 25 y 4R y una mezcla de los productos de las dos reacciones
anteriores como un molde; como resultado de la amplificacion por PCR, se formé un producto de 705 pb y se ligd en
el vector de clonacion TA (Invitrogen, catdlogo K2000-01). El fragmento Xbal -Notl que contenia la secuencia de
hGH-0 se ligd en el vector de expresion eucariota pCl-dhfr. El vector se transfecté en células CHO DG-44. Las
células se cultivaron en medio sin proteinas.

Construccion de 402-1-p83-5 (hGH-CTP) - SEQ ID NO: 37 y 402-2-p72-3(hGH-CTPx2) - SEQ ID NO: 38: MOD-
4021 es una hormona del crecimiento humana recombinante que se fusiond con 1 copia del péptido C terminal de la
cadena beta de Gonadotropina Coriénica humana (CTP). El casete de CTP de MOD-4021 se unié con el extremo C
terminal (un casete). MOD-4022 es una hormona del crecimiento humana recombinante que se fusioné con 2 copias
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del péptido C terminal de la cadena beta de Gonadotropina Coriénica humana (CTP). Los dos casetes de CTP de
MOD-4022 se unieron con el extremo C terminal (dos casetes).

La construccion de hGH-CTP y hGH-CTP-CTP se realizé de la misma manera que la construccion de hGH-0. Se
usaron pCl-dhfr-401-1-p20-1 (hGH*-ctp) y pCl-dhfr-401-2-p21-2 (hGH*-ctp x2) como moldes en la segunda reaccion
por PCR.

MOD-4021 y MOD-4022 se expresaron en células CHO DG-44. Las células se cultivaron en medio sin proteinas. El
peso molecular de MOD-4021 es ~30,5 Kd ya que hGH tiene un PM de 22 Kd mientras que cada "casete de CTP"
contribuye a 8,5 Kd con respecto al peso molecular total (véase la figura 10). El peso molecular de MOD-4021 es
~39 Kd (véase la figura 10).

Construcciéon de 402-3-p81-4 (CTP-hGH-CTP-CTP) - SEQ ID NO: 39 y 402-4-p82-9(CTP*hGH-CTP-CTP) - SEQ
ID NO: 40: MOD-4023 es una hormona del crecimiento humana recombinante que se fusion6é con 3 copias del
péptido C terminal de la cadena beta de Gonadotropina Coriénica humana (CTP). Los tres casetes de CTP de MOD-
4023 se unieron tanto con el extremo N terminal (un casete) como con el extremo C (dos casetes). MOD-4024 es
una hormona del crecimiento humana recombinante que se fusiona con 1 copia truncada y 2 completas del péptido
C terminal de la cadena beta de la Gonadotropina Coriénica humana (CTP). El casete de CTP truncado de MOD-
4024 se unidn con el extremo N y dos casetes de CTP se unieron con el extremo C (dos casetes).

Se realizaron tres reacciones de PCR. La primera reaccion se realizé con el cebador 25 y el cebador 35] y ADN
plasmidico de p401-3-p12-5 0 401-4-p22-1 como un molde; como resultado de la amplificacion por PCR, se formé un
producto de 265 o 220 pb. La segunda reaccion se realizo con el cebador 34 y el cebador 37R y ADN plasmidico de
TA-hGH-2-q65-1 como molde; como resultado de la amplificacion por PCR, se formd un producto de 695 pb. La
ultima reaccion se realizd con los cebadores 25 y 37R y una mezcla de los productos de las dos reacciones
anteriores como un molde; como resultado de la amplificacion por PCR, se formé un producto de 938 o 891 pb y se
ligd en el vector de clonacion TA (Invitrogen, catalogo K2000-01). Se ligd un fragmento Xba | -Not | que contenia una
secuencia hGH en este vector de expresion eucariota pCl-dhfr.

MOD-4023 y MOD-4024 se expresaron en las células CHO DG-44. Las células se cultivaron en medio sin proteinas.
El peso molecular de MOD-4023 es ~47,5 Kd (véase la figura 10) y el peso molecular de MOD-4024 es ~43,25 Kd
(véase la figura 10).

Construccion de 402-6-p95a-8 (CTP-hGH-CTP) - SEQ ID NO: 41: Se realizé la construccion de hGH-6 de la
misma manera que la construccion de hGH-3. Se us6 pCl-dhfr-402-1-p83-5 (hGH-ctp) como un molde en la segunda
reaccion de PCR.

Construcciéon de 402-5-p96-4 (CTP-hGH) - SEQ ID NO: 42;: La reaccioén por PCR se realizé usando el cebador 25 y
el cebador 39R y el plasmido de ADN de pCl-dhfr- ctp-EPO-ctp (402-6-p95a-8) como un molde; como resultado de
una amplificacion por PCR, se formé un producto de 763 pb y se ligd con el vector de clonacién TA (Invitrogen,
catalogo K2000-01). Se ligoé un fragmento Xba | -Not | que contenia una secuencia de ctp-hGH en este vector de
expresion eucariota pCl-dhfr para producir el clon 402-5-p96-4.

EJEMPLO 8
Ensayos de bioactividad in vivo de polipéptidos hGH-CTP de la presente invencion

El siguiente experimento se realizé para ensayar la actividad biolégica de accion prolongada potencial de
polipéptidos hGH-CTP en comparaciéon con GH humana recombinante comercial y MOD-4020.

MATERIALES Y METODOS

Ratas hipofisectomizadas hembras (60 -100 g) recibieron una inyecciéon S.C. semanal de 21,7 ug de polipéptidos de
hGH-CTP o una inyecciéon S.C. de 5 pg al dia una vez de rhGH comercial de control.

Se midio el peso en todos los animales antes del tratamiento, 24 horas después de la primera inyeccion y después
cada dos dias hasta el final del estudio el dia 21. Cada punto representa el porcentaje de aumento de peso medio
del grupo ((Peso el dia 0-peso el ultimo dia)/Peso el dia 0). El aumento de peso medio se normalizé frente a
inyeccion una vez al dia de hGH comercial. El programa de tratamiento se resume en la Tabla 9.
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Tabla 9
o . Programa de Dosis equimolar Dosificacion Vol. de

N. Farmaco N | Ruta tratamiento (ug/rata) acumulada (ug/rata) dosis (ml)

1 Vehiculo 7 | s.c. dias 1,7y 13; 1/S NA NA 0,25

2 Mock 7 s.C dias 1,7y 13;1/S NA NA 0,25
MOD-4020

3 SEQB"E’ NO: | 71 sc | dias1,7y13: 1/S 217 65 0,25
MOD-4021

4 SEQ?')'? NO: | 7 | sc. | dias1,7y13;1/S 21,7 65 0,25
MOD-4022

5 SEQ?',E’ NO: | 7| sc. | dias1,7y13: 1/S 217 65 0,25
MOD-4023

6 SEQ\,;S NO | 7 | sc. | dias1,7y13;1/S 217 65 0,25
MOD-4024

7 SEQJE’ NO: | 7 | sc. | dias1,7y13; 1/S 21,7 65 0,25
Comercial

8 hGH v.1 7 | s.c. dias 1,7y 13; 1/S 21,7 65 0,25
Comercial

9 hGH v.1 7 | s.c. dias 1-13; d/S 5 65 0,25

RESULTADOS
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Los resultados se resumen en la figura 11. Estos resultados muestran que MOD-4023 (SEQ ID NO: 39) y MOD-4024
(SEQ ID NO: 40) indujeron una ganancia de peso de mas del 120 % en comparacion con el rhGH comercial que
indujo una ganancia de peso del 100 %.

CONCLUSION

3 dosis semanales (Dias de inyecciones; 1, 7 'y 13) de 21,7 ug de MOD-4023 (SEQ ID NO: 39) y MOD-4024 (SEQ ID
NO: 40) indujeron un aumento de peso del 30 % mayor en ratas hipofisectomizadas en comparacion con las ratas a
las que se inyecté rhGH comercial a la misma dosis acumulada que se administré una vez al dia a una dosis de 5 ug
durante 13 dias.
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Pro

35

Pro

Leu

Gly

Thr

Pro

Thr

Leu

180

Ser

Gly

Pro

Thr

Pro

20

Pro

Ile

Glu

Cys

Lys
100

Pro

Phe

165

Lys

Ser

Pro

Pro

Pro
245

5

Leu

Ser

Leu

Arg

Ala

85

val

Asp

150

Arg

Leu

Lys

Ser

Pro

230

Ile

Cys

Gly

Leu

Pro

Tyr

70

Glu

Asn

Ala

Lys

Tyr

Ala

Asp

215

Ser

Leu

Pro

Leu

Pro

Gln

55

Leu

His

Phe

ES 2 636 668 T3

Ala

Leu

Thr

Pro

200

Thr

Leu

Pro

Ala

Pro

Ser

40

Ala

Leu

Cys

Tyr

Ser

Phe

Gly

185

Pro

Pro

Pro

Gln

Trp

Val

25

Pro

Pro

Glu

Ser

Ala
105

Ala

Arg

170

Glu

Pro

Ile

Ser

Leu

10

Leu

Ser

Pro

Ala

Leu

90

Trp

34

Ala

155

Val

Ala

Ser

Leu

Pro
235

Trp

Gly

Arg

Arg

Lys

75

Asn

Lys

Pro

Tyr

Cys

Leu

Pro

220

Ser

Leu

Ser

Leu

Leu

60

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Arg

Pro

205

Gln

Arg

Leu

Ser

Pro

45

Ile

Ala

Asn

Met

Arg

Asn

Thr

190

Ser

Ser

Leu

Leu

Ser

Gly

Cys

Glu

Ile

Glu
110

Thr

Phe

175

Gly

Pro

Ser

Pro

Ser

15

Ser

Pro

Asp

Asn

Thr

95

Val

Ile

160

Leu

Asp

Ser

Ser

Gly
240

Leu

Lys

Ser

Ser

Ile

Val

Gly
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Gln

Val

Pro

145

Thr

Pro

Phe

Lys

Ser

225

Pro

Pro

Pro

Gln

Leu

130

Leu

Thr

Asp

Arg

Leu

210

Lys

Ser

Pro

Ile

<210> 4

<211> 387
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 4
Met Gly Val His Glu Cys Pro

1

Ala

115

Arg

Gln

Leu

Ala

Lys

195

Tyr

Ala

Asp

Ser

Leu
275

val

Gly

Leu

Leu

Ala

180

Leu

Thr

Pro

Thr

Leu

260

Pro

Glu

Gln

His

Arg

165

Ser

Phe

Gly

Pro

Pro

245

Pro

Gln

5

val

Ala

Val

150

Ala

Ala

Arg

Glu

Pro

230

Ile

Ser

Trp

Leu

135

Asp

Leu

Ala

Val

Ala

215

Ser

Leu

Pro

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu

20

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu

35

ES 2 636 668 T3

Gln

120

Leu

Lys

Gly

Pro

Tyr

200

Cys

Leu

Pro

Ser

Ala

Pro

Gly

Val

Ala

Ala

Leu

185

Ser

Arg

Pro

Gln

Arg
265

Trp

Leu

Asn

Val

Gln

170

Arg

Asn

Thr

Ser

Ser

250

Leu

Ala

Ser

Ser

155

Lys

Thr

Phe

Gly

Pro

235

Ser

Pro

Leu

Ser

140

Gly

Glu

Ile

Leu

Asp

220

Ser

Ser

Gly

Leu Trp Leu

10

Val Leu Gly Ala

25

Glu Arg Tyr Leu Leu

40

35

Leu

125

Gln

Leu

Ala

Thr

Arg

205

Arg

Arg

Ser

Pro

Leu

Pro

Ser

Pro

Arg

Ile

Ala

190

Gly

Ser

Leu

Lys

Ser
270

Leu

Pro
30

Glu

Trp

Ser

Ser

175

Asp

Lys

Ser

Pro

Ala

255

Asp

Ser
15

Arg

Ala

Glu

Leu

160

Pro

Thr

Leu

Ser

Gly

240

Pro

Thr

Leu

Leu

Glu Ala Lys Glu

45



Ala

Asn

Met

Leu

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Arg

Arg

Arg

Arg

225

Lys

Asn

Lys

Ala

Glu

50

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

Ser

Leu

210

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu
290

Asn

Thr

val

Glu

Trp

115

Ser

Ser

Asp

Lys

Ser

195

Pro

Ile

Ala

Asn

Met

275

Leu

Ile

val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu

180

Ser

Gly

Cys

Glu

Ile

260

Glu

Ser

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe

165

Lys

Ser

Pro

Asp

Asn

245

Thr

Val

Glu

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Lys

Ser

Ser

230

Ile

Val

Gly

Ala

Gly

55

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Ala

Asp

215

Arg

Thr

Pro

Gln

val
295
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Cys

Lys

Val

Gly

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Pro

200

Thr

val

Thr

Asp

Gln

280

Leu

Ala

Val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly

185

Pro

Pro

Leu

Gly

Thr

265

Ala

Arg

Glu

Asn

val

90

Ala

Val

Ala

Ala

Arg

170

Glu

Pro

Ile

Glu

Cys

250

Lys

vVal

Gly

36

His

Phe

75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Ser

Leu

Arg

235

Ala

Val

Glu

Gln

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Leu

Pro

220

Tyr

Glu

Asn

Val

Ala
300

Ser

Ala

Gly

Val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Pro

205

Gln

Leu

His

Phe

Trp

285

Leu

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr

1390

Ser

Ala

Leu

Cys

Tyr

270

Gln

Leu

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe

175

Gly

Pro

Pro

Glu

Ser

255

Ala

Gly

val

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Ser

Pro

Ala

240

Leu

Trp

Leu

Asn
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Ser

305

Ser

Lys

Thr

Phe

Gly
385

Ser

Gly

Glu

Ile

Leu

370

Asp

<210>5

<211> 221

Gln

Leu

Ala

Thr

355

Arg

Arg

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 5
Met Gly Val His Glu

1

Leu

Ala

Asp

Arg

65

Thr

Pro

Gln

Ser

Pro

Thr

50

val

Thr

Asp

Gln

Leu

Pro

Pro

Leu

Gly

Thr

Ala
115

Pro

Arg

Ile

340

Ala

Gly

Pro

20

Pro

Ile

Glu

Cys

Lys

100

Vval

Trp

Ser

325

Ser

Asp

Lys

5

Leu

Ser

Leu

Arg

Ala

val

Glu

Glu

310

Leu

Pro

Thr

Leu

Cys

Gly

Leu

Pro

Tyr

70

Glu

Asn

val

Pro

Thr

Pro

Phe

Lys
375

Pro

Leu

Pro

Gln

55

Leu

His

Phe

Trp
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Leu

Thr

Asp

Arg

360

Leu

Ala

Pro

Ser

40

Ala

Leu

Cys

Tyr

Gln
120

Gln

Leu

Ala

345

Lys

Tyr

Trp

val

25

Pro

Pro

Glu

Ser

Ala
105

Gly

Leu

Leu

330

Ala

Leu

Thr

Leu

10

Leu

Ser

Pro

Ala

Leu

Trp

Leu

37

His

315

Arg

Ser

Phe

Gly

Trp

Gly

Arg

Arg

Lys

75

Asn

Lys

Ala

val

Ala

Ala

Arg

Glu
380

Leu

Ser

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Asp

Leu

Ala

Val

365

Ala

Leu

Ser

Pro

45

Ile

Ala

Asn

Met

Leu
125

Lys

Gly

Pro

350

Tyr

Cys

Leu

Ser

Gly

Cys

Glu

Ile

Glu

110

Ser

Ala

Ala

335

Leu

Ser

Arg

Ser

15

Ser

Pro

Asp

Asn

Thr

Val

Glu

val

320

Gln

Arg

Asn

Thr

Leu

Lys

Ser

Ser

Ile

80

val

Gly

Ala
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val

Pro

145

Thr

Pro

Phe

Lys

Leu

130

Leu

Thr

Asp

Arg

Leu
210

<210>6

<211> 249
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 6
Met Gly Val His Glu

1

Leu

Ala

Asp

Arg

65

Thr

Pro

Gln

Ser

Pro

Thr

50

val

Thr

Asp

Gln

Arg

Gln

Leu

Ala

Lys

195

Tyr

Leu

Pro

Pro

Leu

Gly

Thr

Ala
115

Gly

Leu

Leu

Ala

180

Leu

Thr

Pro

20

Pro

Ile

Glu

Cys

Lys

100

Vval

Gln

His

Arg

165

Ser

Phe

Gly

5

Leu

Ser

Leu

Arg

Ala

val

Glu

Ala

Vval

150

Ala

Ala

Arg

Glu

Cys

Gly

Leu

Pro

Tyr

70

Glu

Asn

val

Leu

135

Asp

Leu

Ala

Val

Ala
215

Pro

Leu

Pro

Gln

55

Leu

His

Phe

Trp
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Leu

Lys

Gly

Pro

Tyr

200

Cys

Ala

Pro

Ser

40

Ala

Leu

Cys

Tyr

Gln
120

val

Ala

Ala

Leu

185

Ser

Arg

Trp

val

25

Pro

Pro

Glu

Ser

Ala
105

Gly

Asn

Val

Gln

170

Arg

Asn

Thr

Leu

10

Leu

Ser

Pro

Ala

Leu

Trp

Leu

38

Ser

Ser

155

Lys

Thr

Phe

Gly

Trp

Gly

Arg

Arg

Lys

75

Asn

Lys

Ala

Ser

140

Gly

Glu

Ile

Leu

Asp
220

Leu

Ser

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Gln

Leu

Ala

Thr

Arg

205

Arg

Leu

Ser

Pro

45

Ile

Ala

Asn

Met

Leu
125

Pro

Arg

Ile

Ala

190

Gly

Leu

Ser

Gly

Cys

Glu

Ile

Glu

110

Ser

Trp

Ser

Ser

175

Asp

Lys

Ser

15

Ser

Pro

Asp

Asn

Thr

Val

Glu

Glu

Leu

160

Pro

Thr

Leu

Leu

Lys

Ser

Ser

Ile

80

val

Gly

Ala



10

15

20

25

30

val

Pro

145

Thr

Pro

Phe

Lys

Ser

225

Pro

Leu

130

Leu

Thr

Asp

Arg

Leu

210

Lys

Ser

<210>7
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia corta artificial

<400> 7
aatctagagg tcatcatggg ggtgce

<210> 8
<211> 32
<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia corta artificial

<400> 8

attgcggccg cggatccaga agacctttat tg

<210>9
<211> 25
<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia corta artificial

<400> 9

Arg

Gln

Leu

Ala

Lys

195

Tyr

Ala

Asp

Gly

Leu

Leu

Ala

180

Leu

Thr

Pro

Thr

Gln

His

Arg

165

Ser

Phe

Gly

Pro

Pro
245

Ala

val

150

Ala

Ala

Arg

Glu

Pro

230

Ile

Leu

135

Asp

Leu

Ala

Vval

Ala

215

Ser

Leu
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Leu

Lys

Gly

Pro

Tyr

200

Cys

Leu

Pro

25

val

Ala

Ala

Leu

185

Ser

Arg

Pro

Gln

Asn

val

Gln

170

Arg

Asn

Thr

Ser

32

39

Ser

Ser

155

Lys

Thr

Phe

Gly

Pro
235

Ser

140

Gly

Glu

Ile

Leu

Asp

220

Ser

Gln

Leu

Ala

Thr

Arg

205

Arg

Arg

Pro

Arg

Ile

Ala

190

Gly

Ser

Leu

Trp

Ser

Ser

175

Asp

Lys

Ser

Pro

Glu

Leu

160

Pro

Thr

Leu

Ser

Gly
240



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55
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taaatattgg ggtgtccgag ggccc 25

<210> 10
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia corta artificial

<400> 10
ccaatattac cacaagcccc accacgcctc at

<210> 11
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia corta artificial

<400> 11
tgcggecgceg gatecttate tgtcceetgt cetge

<210> 12
<211>17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia corta artificial

<400> 12
gccectgetgt cggaage 17

<210> 13
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia corta artificial

<400> 13
attgcggccg cggatccaga agacctttat tg

<210> 14
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia corta artificial

<400> 14
ctttgaggaa gaggagccca ggactgggag gc

<210> 15
<211> 24

32

35

32

32

40



10

15

ES 2 636 668 T3

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ; Fue divertido? ;Raro? Cuéntame

<400> 15
cctgggctcc tettcctcaa agge 24

<210> 16

<211> 193

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16
Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu
1 5 10

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala
20 25

Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu
35 40

Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys

Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr
65 70 75

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln
85 90

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu
100 105

Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys
115 120

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly
130 135 140

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro
145 150 155
Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr

165 170

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys
180 185

Arg

41

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

Val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala
95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe
175

Gly

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Tle
160

Leu

Asp
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15

20

25

30

35

ES 2 636 668 T3

<210> 17
<211> 34
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia corta artificial

<400> 17
Asp Pro Arg Phe Gln Asp Ser Ser Ser Ser Lys Ala Pro Pro Pro Ser
1 5 10 15

Leu Pro Ser Pro Ser Arg Leu Pro Gly Pro Ser Asp Thr Pro Ile Leu
20 25 30

Pro Gln

<210> 18
<211> 28
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia corta artificial

<400> 18

Ser Ser Ser Ser Lys Ala Pro Pro Pro Ser Leu Pro Ser Pro Ser Arg
1 5 10 15

Leu Pro Gly Pro Ser Asp Thr Pro Ile Leu Pro Gln

20 25
<210>19
<211> 27
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 19
Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu Leu Ser Leu
1 5 10 15
Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly
20 25
<210> 20
<211> 786
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 20

42
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tctagaggtce
tctgtegete
gagccttcca
cccaccacgce
ggccgagaat
cccagacacc
agaagtctgg
ggtcaactct
ccttegecage
tccagatgeg
ctteccgagte
caggacaggg
ccgactceceg
ggccge

<210> 21
<211> 873
<212> ADN

atcatggggg

cctetgggece
agtccatcce
ctcatctgtg
atcacgacgg
aaagttaatt
cagggcctgg
tcccageegt
ctcaccactc
gcctcagetg
tactccaatt

gacagatcct

gggccctegg

<213> Homo sapiens

<400> 21
tctagaggte

tctgtegete
gagccttcca
cccaccacgce
ggccgagaat
cccagacacc
agaagtctgg
ggtcaactct
ccttegeage
tccagatgeg
cttcecgagtce
caggacaggg
ccgactceeg
tcctecatee

tcagtgatga

atcatggggg
cctectgggece
agtccatccce
ctcatctgtg
atcacgacgg
aaagttaatt
cagggcctgg
tcccageegt
ctcaccactc
gcctcagetg
tactccaatt
gacagatcct
gggcccteceg
ctgccatcce

aggtcttctg

ES 2 636 668 T3

tgcacgaatg
tcccagtect
gactceceggg
acagccgagt
gctgtgectga
tctatgectg
ccctgetgte
gggagcccct
tgctteggge
ctccactcceg
tccteegggg
cttcctcaaa

acaccccgat

tgcacgaatg
tcccagtect
gactceceggg
acagccgagt
gctgtgectga
tctatgectg
ccctgetgte
gggagcccct
tgctteggge
ctccactcecceg
tccteegggg
cttcctcaaa
acacaccaat
ccteeegget

gatcecgegge

tcctgectgg
gggctectet
gcccteggac
cctggagagg
acactgcagce
gaagaggatg
ggaagctgtc
gcagctgcat
tctgggagcec
aacaatcact
aaagctgaag
ggcccctece

cctcccacaa

tcctgectgg
gggctcctcet
gccctecggac
cctggagagg
acactgcagc
gaagaggatg
ggaagctgtc
gcagctgcat
tctgggagece
aacaatcact
aaagctgaag
ggccectecee
cctgeccacag
gcectggecce

cge

43

ctgtggcette
tcctcaaagg
accccaatat
tacctcttgg
ttgaatgaga
gaggtcggge
ctgcggggee
gtggataaag
cagaaggaag
gctgacactt
ctgtacacag
ccgagcectte

taaaggtctt

ctgtggcette
tcctcaaagg
accccaatat
tacctcttgg
ttgaatgaga
gaggtcggge
ctgcggggee
gtggataaag
cagaaggaag
gctgacactt
ctgtacacag
ccgagectte
agcagctcct

tctgacaccce

tcctgteect
cececteccee
taccacaagc
aggccaagga
atatcactgt
agcaggccgt
aggccctgtt
ccgtcagtgg
ccatctececce
tccgcaaact
gggaggcctg
caagtccatc

ctggatccge

tcctgtecct
cecectecccee
taccacaagc
aggccaagga
atatcactgt
agcaggccgt
aggccctgtt
ccgtcagtgg
ccatctccece
tccgcaaact
gggaggcetg
caagtccatce
ctaaggccce

ctatcctgee

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

786

60

120

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

873
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<210> 22

<211> 221

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 22

Met

1

Leu

Ile

Ala

Asn

65

Met

Leu

Gln

Leu

Ala

145

Thr

Arg

Arg

Arg

Gly

Ser

Cys

Glu

50

Ile

Glu

Ser

Pro

Arg

130

Ile

Ala

Gly

Ser

Leu
210

<210> 23

<211> 217
<212> PRT
<213> Homo sapiens

Val His Glu

Leu

Asp

35

Asn

Thr

Val

Glu

Trp

115

Ser

Ser

Asp

Lys

Ser
195

Pro

Pro

20

Ser

Ile

Val

Gly

Ala

100

Glu

Leu

Pro

Thr

Leu
180

Ser

Gly

5

Leu

Arg

Thr

Pro

Gln

85

Val

Pro

Thr

Pro

Phe
165

Lys

Ser

Pro

Cys

Gly

Val

Thr

Asp

70

Gln

Leu

Leu

Thr

Asp

150

Arg

Leu

Lys

Ser

Pro

Leu

Leu

Gly

55

Thr

Ala

Arg

Gln

Leu

135

Ala

Lys

Tyr

Ala

Asp
215
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Ala

Pro

Glu

40

Cys

Lys

Val

Ser

Leu

120

Leu

Ala

Leu

Thr

Pro
200

Thr

Trp

Val

25

Arg

Ala

val

Glu

Gln

105

His

Arg

Ser

Phe

Gly
185

Pro

Pro

Leu

10

Leu

Tyr

Glu

Asn

Val

90

Ala

Vval

Ala

Ala

Arg
170

Glu

Pro

Ile

44

Trp

Gly

Leu

His

Phe

75

Trp

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Val

Ala

Ser

Leu

Leu

Ala

Leu

Cys

60

Tyr

Gln

Leu

Lys

Gly

140

Pro

Tyr

Cys

Leu

Pro
220

Leu

Pro

Glu

45

Ser

Ala

Gly

val

Ala

125

Ala

Leu

Ser

Arg

Pro
205

Gln

Leu

Pro

30

Ala

Leu

Trp

Leu

Asn

110

val

Gln

Arg

Asn

Thr
190

Ser

Ser

15

Arg

Lys

Asn

Lys

Ala

95

Ser

Ser

Lys

Thr

Phe
175

Gly

Pro

Leu

Leu

Glu

Glu

Arg

Leu

Ser

Gly

Glu

Ile

160

Leu

Asp

Ser



10

<400> 23

Met

Cys

Ser

Leu

val

65

Ser

Ser

Leu

Tyr

Glu

145

Thr

His

Arg

Arg

Ala

Leu

Arg

Ala

50

Gln

Glu

Asn

Glu

Gly

130

Gly

Gly

Asn

Lys

Ser
210

<210> 24

<211> 166

Thr

Pro

Leu

Phe

Lys

Ser

Leu

Pro

115

Ala

Ile

Gln

Asp

Asp
195

Val

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 24

Gly

Trp

Phe

Asp

Tyr

Ile

Glu

100

Val

Ser

Gln

Ile

Asp

180

Met

Glu

Ser

Leu

Asp

Thr

Ser

Pro

85

Leu

Gln

Asp

Thr

Phe
165

Ala

Asp

Gly

Arg

Gln

Asn

Tyr

Phe

70

Thr

Leu

Phe

Ser

Leu

150

Lys

Leu

Lys

Ser
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Thr Ser

Glu Gly

Ala Met

Gln Glu
55

Leu Gln

Pro Ser

Arg Ile

Leu Arg
120

Asn Val
135

Met Gly

Gln Thr

Leu Lys

Val Glu
200

Cys Gly
215

Leu Leu Leu
10

Ser Ala Phe

Leu Arg Ala

Phe Glu Glu

Asn Pro Gln
75

Asn Arg Glu
90

Ser Leu Leu
105

Ser Val Phe

Tyr Asp Leu

Arg Leu Glu
155

Tyr Ser Lys
170

Asn Tyr Gly

185

Thr Phe Leu

Phe

45

Ala

Pro

His

Ala

60

Thr

Glu

Leu

Ala

Leu

140

Asp

Phe

Leu

Arg

Phe

Thr

Arg

Tyr

Ser

Thr

Ile

Asn

125

Lys

Gly

Asp

Leu

Ile
205

Gly

Ile

Leu

Ile

Leu

Gln

Gln

110

Ser

Asp

Ser

Thr

Tyr
190

val

Leu

15

Pro

His

Pro

Cys

Gln

95

Ser

Leu

Leu

Pro

Asn
175

Cys

Gln

Leu

Leu

Gln

Lys

Phe

80

Lys

Trp

val

Glu

Arg

160

Ser

Phe

Cys



10

15

Met

Ser

Lys

Gln

Asn

65

Glu

His

Arg

Ile

Ile

145

Thr

Ser

Gln

Asp

Phe

Ile

Thr

Leu

Gly

Leu

130

val

Gly

<210> 25
<211> 30
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 25
His Ala Glu Gly Thr

1

Tyr

Lys

Arg

35

Gln

Phe

Ile

Lys

Lys

115

His

Arg

Tyr

Asn

Leu

20

Met

Lys

Ala

Val

Thr

100

Leu

Tyr

val

Leu

Leu

Leu

Asn

Glu

Ile

Glu

85

Val

Met

Leu

Glu

Arg
165

5

Gln Ala Ala Lys Glu

<210> 26
<211> 21
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 26

20
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Leu Gly Phe Leu

Trp Gln Leu Asn
25

Phe Asp Ile Pro
40

Asp Ala Ala Leu

Phe Arg Gln Asp
70

Asn Leu Leu Ala

Leu Glu Glu Lys
105

Ser Ser Leu His
120

Lys Ala Lys Glu
135

Ile Leu Arg Asn
150

Asn

Gln

10

Gly

Glu

Thr

Ser

Asn

90

Leu

Leu

Tyr

Phe

Arg Ser

Arg Leu

Glu Ile

Ile Tyr
60

Ser Ser
75

Val Tyr

Glu Lys

Lys Arg

Ser His

140

Tyr Phe
155

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

Phe Thr Ser Asp Val Ser Ser Tyr Leu Glu Gly

10

Phe Ile Ala Trp Leu Val Lys Gly Arg

25

46

30

15
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Met Thr Asn Lys Cys Leu Leu Gln Ile Ala Leu Leu Leu Cys Phe Ser
1 5 10 15

Thr Thr Ala Leu Ser
20

<210> 27
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia corta artificial

<400> 27
ctctagagga catggccac 19

<210> 28
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia corta artificial

<400> 28
acagggaggt ctgggggttc tgca 24

<210> 29
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia corta artificial

<400> 29
tgcagaaccc ccagacctcc ctgtge 26

<210> 30
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia corta artificial

<400> 30
ccaaactcat caatgtatct ta 22

<210> 31
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia corta artificial

<400> 31
47
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ctctagagga catggccac 19

<210> 32
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia corta artificial

<400> 32
cgaactcctg gtaggtgtca aaggc 25

<210> 33
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia corta artificial

<400> 33
gcctttgaca cctaccagga gttecg 25

<210> 34
<211> 33
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Secuencia corta artificial

<400> 34
acgcggcecgc atccagacct tcatcactga ggc

<210> 35
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia corta artificial

<400> 35
gcggcecgegg actcatcaga agccgcagct gecc

<210> 36

<211> 217

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36

33

34

48



10

Met

Cys

Ser

Leu

Glu

65

Ser

Ser

Leu

Tyr

Glu

145

Thr

His

Arg

Arg

Ala

Leu

Arg

Ala

Gln

Glu

Asn

Glu

Gly

130

Gly

Gly

Asn

Lys

Ser
210

<210> 37

<211> 245
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 37

Thr

Pro

Leu

35

Phe

Lys

Ser

Leu

Pro

115

Ala

Ile

Gln

Asp

Asp
195

Val

Gly

Trp

20

Phe

Asp

Tyr

Ile

Glu

100

Val

Ser

Gln

Ile

Asp

180

Met

Glu

Ser

Leu

Asp

Thr

Ser

Pro

85

Leu

Gln

Asp

Thr

Phe
165

Ala

Asp

Gly

Arg

Gln

Asn

Tyr

Phe

70

Thr

Leu

Phe

Ser

Leu

150

Lys

Leu

Lys

Ser
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Thr Ser

Glu Gly

Ala Met
40

Gln Glu

Leu Gln

Pro Ser

Arg Ile

Leu Arg
120

Asn Val
135

Met Gly

Gln Thr

Leu Lys

Val Glu
200

Cys Gly
215

Leu

Ser

25

Leu

Phe

Asn

Asn

Ser

105

Ser

Tyr

Arg

Tyr

Asn

185

Thr

Phe

Leu

10

Ala

Arg

Glu

Pro

Arg

90

Leu

Val

Asp

Leu

Ser
170

Tyr

Phe

49

Leu

Phe

Ala

Glu

Gln

75

Glu

Leu

Phe

Leu

Glu

155

Lys

Gly

Leu

Ala

Pro

His

Ala

Thr

Glu

Leu

Ala

Leu

140

Asp

Phe

Leu

Arg

Phe

Thr

Arg

45

Tyr

Ser

Thr

Ile

Asn

125

Lys

Gly

Asp

Leu

Ile
205

Gly

Ile

30

Leu

Ile

Leu

Gln

Gln

110

Ser

Asp

Ser

Thr

Tyr
190

val

Leu

15

Pro

His

Pro

Cys

Gln

95

Ser

Leu

Leu

Pro

Asn
175

Cys

Gln

Leu

Leu

Gln

Lys

Phe

80

Lys

Trp

val

Glu

Arg

160

Ser

Phe

Cys



ES 2 636 668 T3

Met Ala Thr Gly Ser Arg Thr Ser Leu Leu

Cys Leu Pro Trp Leu Gln Glu Gly Ser Ala
20 25

Ser Arg Leu Phe Asp Asn Ala Met Leu Arg
35 40

Leu Ala Phe Asp Thr Tyr Gln Glu Phe Glu

Glu Gln Lys Tyr Ser Phe Leu Gln Asn Pro
65 70

Ser Glu Ser Ile Pro Thr Pro Ser Asn Arg
85 90

Ser Asn Leu Glu Leu Leu Arg Ile Ser Leu
100 105

Leu Glu Pro Val Gln Phe Leu Arg Ser Val
115 120

Tyr Gly Ala Ser Asp Ser Asn Val Tyr Asp
130 135

Glu Gly Ile Gln Thr Leu Met Gly Arg Leu
145 150

Thr Gly Gln Ile Phe Lys Gln Thr Tyr Ser
165 170
His Asn Asp Asp Ala Leu Leu Lys Asn Tyr

180 185

Arg Lys Asp Met Asp Lys Val Glu Thr Phe
195 200

Arg Ser Val Glu Gly Ser Cys Gly Phe Ser
210 215

Pro Pro Ser Leu Pro Ser Pro Ser Arg Leu
225 230

Pro Ile Leu Pro Gln
245
<210> 38

<211> 273
<212> PRT

50

Leu

Phe

Ala

Glu

Gln

75

Glu

Leu

Phe

Leu

Glu

155

Lys

Gly

Leu

Ser

Pro
235

Ala

Pro

His

Ala

Thr

Glu

Leu

Ala

Leu

140

Asp

Phe

Leu

Arg

Ser

220

Gly

Phe

Thr

Arg

45

Tyr

Ser

Thr

Ile

Asn

125

Lys

Gly

Asp

Leu

Ile

205

Ser

Pro

Gly

Ile

30

Leu

Ile

Leu

Gln

Gln

110

Ser

Asp

Ser

Thr

Tyr

190

Val

Lys

Ser

Leu

15

Pro

His

Pro

Cys

Gln

95

Ser

Leu

Leu

Pro

Asn
175

Cys

Gln

Ala

Asp

Leu

Leu

Gln

Lys

Phe

80

Lys

Trp

val

Glu

Arg

160

Ser

Phe

Cys

Pro

Thr
240



<213> Homo sapiens

<400> 38

Met

1

Cys

Ser

Leu

Glu

Ser

Ser

Leu

Tyr

Ala

Leu

Arg

Ala

50

Gln

Glu

Asn

Glu

Gly
130

Thr Gly Ser

Pro

Leu

35

Phe

Lys

Ser

Leu

Pro

115

Ala

Trp

20

Phe

Asp

Tyr

Ile

Glu

100

val

Ser

5

Leu

Asp

Thr

Ser

Pro

85

Leu

Gln

Asp

Arg

Gln

Asn

Tyr

Phe

Thr

Leu

Phe

Ser

Thr

Glu

Ala

Gln

55

Leu

Pro

Arg

Leu

Asn
135
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Ser

Gly

Met

40

Glu

Gln

Ser

Ile

Arg

120

Val

Leu

Ser

25

Leu

Phe

Asn

Asn

Ser

105

Ser

Tyr

Leu

10

Ala

Arg

Glu

Pro

Arg

90

Leu

val

Asp

51

Leu

Phe

Ala

Glu

Gln

Glu

Leu

Phe

Leu

Ala

Pro

His

Ala

60

Thr

Glu

Leu

Ala

Leu
140

Phe

Thr

Arg

45

Tyr

Ser

Thr

Ile

Asn

125

Lys

Gly

Ile

30

Leu

Ile

Leu

Gln

Gln

110

Ser

Asp

Leu

15

Pro

His

Pro

Cys

Gln

95

Ser

Leu

Leu

Leu

Leu

Gln

Lys

Phe

Lys

Trp

val

Glu
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Glu

145

Thr

His

Arg

Arg

Pro

225

Pro

Pro

Gln

Gly

Gly

Asn

Lys

Ser

210

Pro

Ile

Ser

<210> 39

<211> 301

Ile

Gln

Asp

Asp

195

Val

Ser

Leu

Pro

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 39

Met

1

Cys

Pro

Thr

Asp
65

Ala

Leu

Pro

Pro

50

Asn

Thr

Pro

Pro

35

Ile

Ala

Gln

Ile

Asp

180

Met

Glu

Leu

Pro

Ser
260

Gly

Trp

20

Ser

Leu

Met

Thr

Phe

165

Ala

Asp

Gly

Pro

Gln

245

Arg

Ser

Leu

Leu

Pro

Leu

Leu

150

Lys

Leu

Lys

Ser

Ser

230

Ser

Leu

Arg

Gln

Pro

Gln

Arg
70

Met

Gln

Leu

Val

Cys

215

Pro

Ser

Pro

Thr

Glu

Ser

Phe

55

Ala
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Gly

Thr

Lys

Glu

200

Gly

Ser

Ser

Gly

Ser

Gly

Pro

40

Pro

His

Arg

Tyr

Asn

185

Thr

Phe

Arg

Ser

Pro
265

Leu

Ser

25

Ser

Thr

Arg

Leu

Ser

170

Tyr

Phe

Ser

Leu

Lys

250

Ser

Leu

10

Ala

Arg

Ile

Leu

52

Glu

155

Lys

Gly

Leu

Ser

Pro

235

Ala

Asp

Leu

Ser

Leu

Pro

His
75

Asp

Phe

Leu

Arg

Ser

220

Gly

Pro

Thr

Ala

Ser

Pro

Leu

60

Gln

Gly

Asp

Leu

Ile

205

Ser

Pro

Pro

Pro

Phe

Ser

Gly

45

Ser

Leu

Ser

Thr

Tyr

190

Val

Lys

Ser

Pro

Ile
270

Gly

Ser

30

Pro

Arg

Ala

Pro

Asn

175

Cys

Gln

Ala

Asp

Ser

255

Leu

Leu

15

Lys

Ser

Leu

Phe

Arg

160

Ser

Phe

Cys

Pro

Thr

240

Leu

Pro

Leu

Ala

Asp

Phe

Asp
80
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Thr Tyr Gln Glu Phe Glu Glu Ala Tyr Ile Pro Lys Glu Gln Lys Tyr
85 90 95

Ser Phe Leu Gln Asn Pro Gln Thr Ser Leu Cys Phe Ser Glu Ser Ile
100 105 110

Pro Thr Pro Ser Asn Arg Glu Glu Thr Gln Gln Lys Ser Asn Leu Glu
115 120 125

Leu Leu Arg Ile Ser Leu Leu Leu Ile Gln Ser Trp Leu Glu Pro Val
130 135 140

Gln Phe Leu Arg Ser Val Phe Ala Asn Ser Leu Val Tyr Gly Ala Ser
145 150 155 160

Asp Ser Asn Val Tyr Asp Leu Leu Lys Asp Leu Glu Glu Gly Ile Gln
165 170 175

Thr Leu Met Gly Arg Leu Glu Asp Gly Ser Pro Arg Thr Gly Gln Ile
180 185 190

Phe Lys Gln Thr Tyr Ser Lys Phe Asp Thr Asn Ser His Asn Asp Asp
195 200 205

Ala Leu Leu Lys Asn Tyr Gly Leu Leu Tyr Cys Phe Arg Lys Asp Met
210 215 220

Asp Lys Val Glu Thr Phe Leu Arg Ile Val Gln Cys Arg Ser Val Glu
225 230 235 240

Gly Ser Cys Gly Phe Ser Ser Ser Ser Lys Ala Pro Pro Pro Ser Leu
245 250 255

Pro Ser Pro Ser Arg Leu Pro Gly Pro Ser Asp Thr Pro Ile Leu Pro
260 265 270

Gln Ser Ser Ser Ser Lys Ala Pro Pro Pro Ser Leu Pro Ser Pro Ser
275 280 285

Arg Leu Pro Gly Pro Ser Asp Thr Pro Ile Leu Pro Gln
290 295 300

<210> 40

<211> 285

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 40

53



Met

Cys

Pro

Asp

Thr

65

Ser

Pro

Leu

Gln

Asp

145

Thr

Phe

Ala

Asp

Gly

225

Pro

Ala

Leu

Pro

Asn

50

Tyr

Phe

Thr

Leu

Phe

130

Ser

Leu

Lys

Leu

Lys

210

Ser

Ser

Thr

Pro

Pro

35

Ala

Gln

Leu

Pro

Arg

115

Leu

Asn

Met

Gln

Leu

195

val

Cys

Pro

Gly

Trp

20

Ser

Met

Glu

Gln

Ser

100

Ile

Arg

Val

Gly

Thr

180

Lys

Glu

Gly

Ser

Ser

Leu

Leu

Leu

Phe

Asn

Asn

Ser

Ser

Tyr

Arg

165

Tyr

Asn

Thr

Phe

Arg
245

Arg

Gln

Pro

Arg

Glu

70

Pro

Arg

Leu

Val

Asp

150

Leu

Ser

Tyr

Phe

Ser

230

Leu

Thr

Glu

Phe

Ala

55

Glu

Gln

Glu

Leu

Phe

135

Leu

Glu

Lys

Gly

Leu

215

Ser

Pro
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Ser

Gly

Pro

40

His

Ala

Thr

Glu

Leu

120

Ala

Leu

Asp

Phe

Leu

200

Arg

Ser

Gly

Leu

Ser

25

Thr

Arg

Tyr

Ser

Thr

105

Ile

Asn

Lys

Gly

Asp

185

Leu

Ile

Ser

Pro

Leu

10

Ala

Ile

Leu

Ile

Leu

Gln

Gln

Ser

Asp

Ser

170

Thr

Tyr

val

Lys

Ser
250

54

Leu

Ser

Pro

His

Pro

75

Cys

Gln

Ser

Leu

Leu

155

Pro

Asn

Cys

Gln

Ala

235

Asp

Ala

Ser

Leu

Gln

60

Lys

Phe

Lys

Trp

Val

140

Glu

Arg

Ser

Phe

Cys

220

Pro

Thr

Phe

Ser

Ser

45

Leu

Glu

Ser

Ser

Leu

125

Tyr

Glu

Thr

His

Arg

205

Arg

Pro

Pro

Gly

Ser

Arg

Ala

Gln

Glu

Asn

110

Glu

Gly

Gly

Gly

Asn

190

Lys

Ser

Pro

Ile

Leu

15

Lys

Leu

Phe

Lys

Ser

Leu

Pro

Ala

Ile

Gln

175

Asp

Asp

val

Ser

Leu
255

Leu

Ala

Phe

Asp

Tyr

80

Ile

Glu

Val

Ser

Gln

160

Ile

Asp

Met

Glu

Leu

240

Pro
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Gln Ser Ser Ser Ser Lys Ala

260

Arg Leu Pro Gly Pro Ser Asp

<210> 41

<211> 273
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 41

Met

1

Cys

Pro

Thr

Asp

Thr

Ser

Pro

Leu

Gln

145

Asp

Thr

Ala

Leu

Pro

Pro

50

Asn

Tyr

Phe

Thr

Leu

130

Phe

Ser

Leu

275

Thr

Pro

Pro

35

Ile

Ala

Gln

Leu

Pro

115

Arg

Leu

Asn

Met

Gly

Trp

Ser

Leu

Met

Glu

Gln

100

Ser

Ile

Arg

Vval

Gly
180

Ser

Leu

Leu

Pro

Leu

Phe

85

Asn

Asn

Ser

Ser

Tyr

165

Arg

Arg

Gln

Pro

Gln

Arg

70

Glu

Pro

Arg

Leu

Vval

150

Asp

Leu

Thr

Glu

Ser

Phe

55

Ala

Glu

Gln

Glu

Leu

135

Phe

Leu

Glu
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Pro Pro Pro Ser Leu

265

Thr Pro Ile Leu Pro

280

Ser

Gly

Pro

40

Pro

His

Ala

Thr

Glu

120

Leu

Ala

Leu

Asp

Leu

Ser

Ser

Thr

Arg

Tyr

Ser

105

Thr

Ile

Asn

Lys

Gly
185

Leu

10

Ala

Arg

Ile

Leu

Ile

90

Leu

Gln

Gln

Ser

Asp

170

Ser

55

Leu

Ser

Leu

Pro

His

75

Pro

Cys

Gln

Ser

Leu

155

Leu

Pro

Ala

Ser

Pro

Leu

60

Gln

Lys

Phe

Lys

Trp

140

Val

Glu

Arg

Pro

Gln
285

Phe

Ser

Gly

45

Ser

Leu

Glu

Ser

Ser

125

Leu

Tyr

Glu

Thr

Ser Pro Ser

270

Gly

Ser

Pro

Arg

Ala

Gln

Glu

110

Asn

Glu

Gly

Gly

Gly
190

Leu

15

Lys

Ser

Leu

Phe

Lys

95

Ser

Leu

Pro

Ala

Ile

175

Gln

Leu

Ala

Asp

Phe

Asp

Tyr

Ile

Glu

val

Ser

160

Gln

Ile
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Phe

Ala

Asp

225

Gly

Pro

Gln

Lys

Leu

210

Lys

Ser

Ser

<210> 42

<211> 245
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 42

Met

1

Cys

Pro

Thr

Asp

Thr

Ser

Pro

Ala

Leu

Pro

Pro

50

Asn

Tyr

Phe

Thr

Gln

195

Leu

val

Cys

Pro

Thr

Pro

Pro

35

Ile

Ala

Gln

Leu

Pro
115

Thr

Lys

Glu

Gly

Ser
260

Gly

Trp

20

Ser

Leu

Met

Glu

Gln

100

Ser

Tyr

Asn

Thr

Phe

245

Arg

Ser

Leu

Leu

Pro

Leu

Phe

85

Asn

Asn

Ser

Tyr

Phe

230

Ser

Leu

Arg

Gln

Pro

Gln

Arg

70

Glu

Pro

Arg

Lys

Gly

215

Leu

Ser

Pro

Thr

Glu

Ser

Phe

55

Ala

Glu

Gln

Glu
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Phe

200

Leu

Arg

Ser

Gly

Ser

Gly

Pro

40

Pro

His

Ala

Thr

Glu
120

Asp

Leu

Ile

Ser

Pro
265

Leu

Ser

25

Ser

Thr

Arg

Tyr

Ser

105

Thr

Thr

Tyr

val

Lys

250

Ser

Leu

10

Ala

Arg

Ile

Leu

Ile

90

Leu

Gln

56

Asn

Cys

Gln

235

Ala

Asp

Leu

Ser

Leu

Pro

His

75

Pro

Cys

Gln

Ser

Phe

220

Cys

Pro

Thr

Ala

Ser

Pro

Leu

60

Gln

Lys

Phe

Lys

His

205

Arg

Arg

Pro

Pro

Phe

Ser

Gly

45

Ser

Leu

Glu

Ser

Ser
125

Asn

Lys

Ser

Pro

Ile
270

Gly

Ser

Pro

Arg

Ala

Gln

Glu

110

Asn

Asp

Asp
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Ser

255

Leu

Leu

15

Lys

Ser

Leu

Phe

Lys

95
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Leu
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240

Leu
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Leu Leu Arg Ile Ser Leu Leu Leu Ile Gln Ser Trp Leu Glu Pro Val
130 135 140
Gln Phe Leu Arg Ser Val Phe Ala Asn Ser Leu Val Tyr Gly Ala Ser
145 150 155 160
Asp Ser Asn Val Tyr Asp Leu Leu Lys Asp Leu Glu Glu Gly Ile Gln
165 170 175
Thr Leu Met Gly Arg Leu Glu Asp Gly Ser Pro Arg Thr Gly Gln Ile
180 185 190
Phe Lys Gln Thr Tyr Ser Lys Phe Asp Thr Asn Ser His Asn Asp Asp
195 200 205
Ala Leu Leu Lys Asn Tyr Gly Leu Leu Tyr Cys Phe Arg Lys Asp Met
210 215 220
Asp Lys Val Glu Thr Phe Leu Arg Ile Val Gln Cys Arg Ser Val Glu
225 230 235 240
Gly Ser Cys Gly Phe
245
<210> 43
<211>12
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Proteina corta artificial
<400> 43
Ser Ser Ser Ser Lys Ala Pro Pro Pro Ser Leu Pro
1 5 10
<210> 44
<211> 853
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 44
tctagaggac atggccaccg gcagcaggac cagcctgetg ctggectteg gectgetgtg
cctgeccatgg ctgcaggagg gcagcecgccag ctcecttettet aaggectccac cecccatctet
gcccagecccee agcagactge cgggccccag cgacacaccce attctgeccce agttcecccac
catcccectg agcaggectgt tcgacaacgce catgectgagg gectcacagge tgcaccaget
ggcctttgac acctaccagg agttcgagga agcctacatc cccaaggagc agaagtacag

57

60

120

240

300
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cttcectgeag
cagagaggag
ccagagctgg
cggcgecage
cctgatggge
cagcaagttc
gtactgctte
aagcgtggag
ctccccaage
tggatgcgge

<210> 45
<211> 937
<212> ADN

aacccccaga
acccagcaga
ctggagecceg
gacagcaacg
cggctggagg
gacaccaaca
agaaaggaca
ggcagctgceg
aggctgcectg

cge

<213> Homo sapiens

<400> 45
tctagaggac

cctgecatgg
gcccagceccece
catcccectg
ggcctttgac
cttcectgeag
cagagaggag
ccagagctgg
cggcgccagce
cctgatgggce
cagcaagttc
gtactgctte
aagcgtggag
ctccccaage
taaggcccect

tatcctgect

<210> 46
<211> 889
<212> ADN

atggccaccg
ctgcaggagg
agcagactgce
agcaggctgt
acctaccagg
aacccccaga
acccagcaga
ctggageccceg
gacagcaacg
cggctggagg
gacaccaaca
agaaaggaca
ggcagctgeg
aggctgcectg
cctccatcece

cagtgatgaa

<213> Homo sapiens

<400> 46

ES 2 636 668 T3

cctecectgtyg
agagcaacct
tgcagttcct
tgtacgacct
acggcagccce
gccacaacga
tggacaaggt
gcttcagcete

ggccctcececga

gcagcaggac
gcagcgccag
cgggccccag
tcgacaacgce
agttcgagga
cctecectgtg
agagcaacct
tgcagttecct
tgtacgacct
acggcagccce
gccacaacga
tggacaaggt
gcttcagetc
ggccctecga
tgccatcecccee

ggtctggatg

cttcagcgag
ggagctgcetg
gagaagcgtg
gctgaaggac
caggaccggce
cgacgccctg
ggagaccttc
cagcagcaag

cacaccaatc

cagcctgetg
ctcttettet
cgacacaccc
catgctgagg
agcctacatc
cttcagcgag
ggagctgcetg
gagaagcgtg
gctgaaggac
caggaccggce
cgacgccctg
ggagacctte
cagcagcaag
cacaccaatc
ctceeggetg

cggecge

58

agcatcccca
aggatctccc
ttcgeccaaca
ctggaggagg
cagatcttca
ctgaagaact
ctgaggatcg
gccccteccee

ctgcctcagt

ctggccectteg
aaggctccac
attctgccecce
gctcacaggc
cccaaggagc
agcatcccca
aggatctcce
ttcgccaaca
ctggaggagg
cagatcttca
ctgaagaact
ctgaggatcg
gcececctecee
ctgccacaga

cctggecect

cccccagcaa
tgctgectgat
gcctggtgta
gcatccagac
agcagaccta
acgggctget
tgcagtgcag
cgagcctgee

gatgaaggtc

gcctgetgtg
ccccatctet
agttccccac
tgcaccagcect
agaagtacag
cccccagcaa
tgctgcectgat
gcctggtgta
gcatccagac
agcagaccta
acgggctgcet
tgcagtgcag
cgagcctgec
gcagctcectce

ctgacaccce

360
420
480
540
600
660
720
780
840

853

60

120

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

937
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tctagaggac
cctgecatgg
gccctteccee
gctgcaccag
gcagaagtac
cacccccagce
cctgetgetg
cagcctggtg
gggcatccag
caagcagacc
ctacgggcetg
cgtgcagtge
cccgagectg
gagcagctce
ctctgacacc

<210> 47
<211> 217
<212> PRT

atggccaccg
ctgcaggagg
accatcccce
ctggccetttg
agcttcctge
aacagagagg
atccagagct
tacggcgcecca
accctgatgg
tacagcaagt
ctgtactget
agaagcgtgg
ccctecccaa
tctaaggccece

cctatccetge

<213> Homo sapiens

<400> 47

Met Ala Thr Gly

1

Cys

Ser Arg Leu

35

Leu Ala
50

Glu Gln Lys

Ser Glu

Leu Pro

Phe Asp

Ser

Trp
20

Thr

Tyr

Ser Arg Thr

Tyr

Ser Phe
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gcagcaggac
gcagcgccag
tgagcaggct
acacctacca
agaaccccca
agacccagca
ggctggagce
gcgacagcaa
gceggetgga
tcgacaccaa
tcagaaagga
agggcagctg
gcaggctgece
ctcctccatce

ctcagtgatg

Ser

Leu Gln Glu Gly

Phe Asp Asn Ala Met

40

Gln
55

Glu

Leu Gln

70

Ile Pro

Thr

Pro Ser

cagcctgetg
ctcttettet
gttcgacaac
ggagttcgag
gacctccectg
gaagagcaac
cgtgcagttc
cgtgtacgac
ggacggcagce
cagccacaac
catggacaag
cggcttcage
tgggccectcee
cctgceccatce

aaggtctgga

Leu Leu Leu

10

Ser Ala Phe
25

Leu Arg Ala

Phe Glu Glu

Gln
75

Asn Pro

Asn Arg Glu

59

ctggcctteg
aaggctccac
gccatgetga
gaagcctaca
tgcttcageg
ctggagctge
ctgagaagcg
ctgctgaagg
cccaggaccg
gacgacgccc
gtggagacct
tccagcagca
gacacaccaa
cccteeegge

tgcggeege

Ala Phe

Pro Thr

His
45

Ala
60

Tyr

Thr

Glu

Gly

Ile

30

Arg Leu

Ile

Ser Leu

Thr Gln

gcectgetgtg
cccecgagect
gggctcacag
tccccaagga
agagcatccc
tgaggatctc
tgttcgeccaa
acctggagga
gccagatctt
tgctgaagaa
tcctgaggat
aggcccctee
tcctgecaca

tgcectggece

Leu Leu

15

Pro Leu

His Gln
Pro Lys
Phe

Cys

Gln Lys

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

889
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Leu

Tyr

Glu

145

Thr

His

Arg

Arg

Asn

Glu

Gly

130

Gly

Gly

Asn

Lys

Ser
210

Leu

Pro

115

Ala

Ile

Gln

Asp

Asp

195

Val

Glu

100

Val

Ser

Gln

Ile

Asp

180

Met

Glu

85

Leu

Gln

Asp

Thr

Phe

165

Ala

Asp

Gly

Leu

Phe

Ser

Leu

150

Lys

Leu

Lys

Ser

Arg

Leu

Asn

135

Met

Gln

Leu

Val

Cys
215
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Tle

Arg

120

Val

Gly

Thr

Lys

Glu

200

Gly

Ser

105

Ser

Tyr

Arg

Tyr

Asn

185

Thr

Phe

90

Leu

Val

Asp

Leu

Ser

170

Tyr

Phe

60

Leu

Phe

Leu

Glu

155

Lys

Gly

Leu

Leu

Ala

Leu

140

Asp

Phe

Leu

Arg

Ile

Asn

125

Lys

Gly

Asp

Leu

Ile
205

Gln

110

Ser

Asp

Ser

Thr

Tyr

1390

Val

95

Ser

Leu

Leu

Pro

Asn

175

Cys

Gln

Trp

val

Glu

Arg

160

Ser

Phe

Cys
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido modificado por CTP que consiste en una eritropoyetina (EPO), y tres CTP, en el que
dichos CTP son péptidos carboxi terminales de gonadotropina coriénica de la subunidad beta de gonadotropina
coridnica humana, en el que el primer CTP esta unido al extremo amino de dicha EPO, y el segundo y el tercer CTP
estan unidos al extremo carboxi de dicha EPO,

en el que dichos CTP comprenden la secuencia aminoacidica SSSSKAPPPS,

en el que dicha EPO carece de un péptido sefal, y

en el que la secuencia aminoacidica de dicho polipéptido modificado por CTP comprende la secuencia de
aminoacidos 28-277 de SEQ ID NO: 3 o los aminoacidos 28-249 de la SEQ ID NO: 6.

2. El polipéptido modificado por CTP de la reivindicacion 1 para su uso como un medicamento.

3. El polipéptido modificado por CTP de la reivindicacion 1 para su uso en el tratamiento o reduccion de
la incidencia de anemia.

4. Un polipéptido modificado por CTP que consiste en una eritropoyetina (EPO), y tres CTP, en el que
dichos CTP son péptidos carboxi terminales de gonadotropina coriénica de la subunidad beta de gonadotropina
coridnica humana, en el que el primer CTP esta unido al extremo amino de dicha EPO, y el segundo y el tercer CTP
estan unidos al extremo carboxi de dicha EPO, para su uso en la estimulacion de la eritropoyesis, la mejora de los
niveles de hemoglobina, o una combinacién de las mismas,

en el que dichos CTP comprenden la secuencia aminoacidica SSSSKAPPPS, y

en el que dicho polipéptido modificado por CTP estimula la eritropoyesis.

5. El polipéptido modificado por CTP de la reivindicacién 1, o el polipéptido modificado por CTP para su
uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2-4, en el que la secuencia de al menos uno de dichos tres
CTP comprende una secuencia aminoacidica seleccionada de la SEQ ID NO: 17 y la SEQ ID NO: 18.

6. El polipéptido modificado por CTP de la reivindicacién 1, o el polipéptido modificado por CTP para su
uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2-4, en el que al menos uno de dichos tres CTP esta
truncado, y en el que dicho CTP truncado comprende al menos un sitio de glucosilacion.

7. El polipéptido modificado por CTP de cualquiera de las reivindicaciones 1, 5 o 6, o el polipéptido
modificado por CTP para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2-6, en el que dicha EPO esta
glucosilada.

8. El polipéptido modificado por CTP de cualquiera de las reivindicaciones 1, 5 o 6, o el polipéptido
modificado por CTP para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2-6, en el que dicha EPO no esta
glucosilada.

9. El polipéptido modificado por CTP de cualquiera de las reivindicaciones 1 o 5-8, o el polipéptido
modificado por CTP para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2-8, en el que al menos uno de
dichos tres CTP esta glucosilado.

10. El polipéptido modificado por CTP de cualquiera de las reivindicaciones 1 o 5-9, o el polipéptido
modificado por CTP para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2-9, en el que al menos uno de
dichos tres CTP esta unido a dicha EPO a través de un enlazador.

11. El polipéptido modificado por CTP para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4, o para su uso de
acuerdo con las reivindicaciones 5-10 cuando dependen de la reivindicacion 4, en el que la secuencia aminoacidica
de dicho polipéptido comprende una secuencia aminoacidica seleccionada de las secuencias expuestas en los
aminoacidos 28-277 de la SEQ ID NO: 3, los aminoacidos 28-249 de la SEQ ID NO: 6, los aminoacidos 1-277 de la
SEQ ID NO: 3y los aminoacidos 1-249 de la SEQ ID NO: 6.

12. El polipéptido modificado por CTP para su uso de acuerdo con la reivindicacién 4, o para su uso de
acuerdo con las reivindicaciones 5-11 cuando dependen de la reivindicacién 4, en el que dicha EPO carece de un
péptido sefial.

13. El polipéptido modificado por CTP para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4, o para su uso de
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acuerdo con las reivindicaciones 5-11 cuando dependen de la reivindicacion 4, que comprende ademas un péptido
sefal.

14. El polipéptido modificado por CTP para su uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que dicho
péptido sefial esta codificado por la SEQ ID NO: 19.

15. Una formulacién farmacéutica que comprende el polipéptido modificado por CTP como se define en
cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en la que dicha formulacién comprende ademas un tampén, tal como un
tampon citrato o acetato, y un agente de tonicidad, tal como cloruro sédico.

16. La formulacion farmacéutica de la reivindicaciéon 15, en la que dicha formulaciéon se formula para su
inyeccion en un recipiente multidosis, opcionalmente con un conservante, tal como cloruro de benzalconio o
timerosal.

17. La formulaciéon farmacéutica de la reivindicacion 15 o 16, en la que dicha formulacién es una
formulacion liquida.

18. La formulacién farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 15-17, para su uso como un
medicamento.

19. La formulacién farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 15-17, para su uso en el tratamiento

o reduccioén de la incidencia de anemia, para estimular la eritropoyesis, o para mejorar los niveles de hemoglobina, o
cualquier combinacion de los mismos, en un sujeto.
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Analisis de actividad de APO-CTP

45
—&— Vehiculo

hEPC

| —-e—£P02
—— Recormon 1/S

||

35 4. Recormon 3/S | /1\

Cambio del valor inicial, % de HCT

5 —~ r
1 [3 1 16 21
Dias
FIGURA 3
Andlisis de actividad de APO-CTP
" T venicuo | §|
rhEPO )
12 | =—=—Recormon 1/S — ]
| —— Recormon 3/5
-w-epo1 |
10 — —

Cambio del valor inicial, % de HCT

Dias

FIGURA 4

64

26



ES 2 636 668 T3

Cambio del valor inicial, % de HCT
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Cambio del valor inicial HGB g/dI
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