ES 2691642 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 691 642
Eint. a1

CO07K 14/00 (2006.01)
CO7K 7/00 (2006.01)
A61K 38/00 (2006.01)
A61K 47/42 (2007.01)
A61K 39/00 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 20.05.2011 ~ PCT/EP2011/058307
Fecha y numero de publicacion internacional: 24.11.2011 WO11144756

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  20.05.2011 E 11725656 (0)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 08.08.2018  EP 2571510

Tl’tulo: Polipéptidos de enrollamiento al azar de prolina/alanina biosintéticos y sus usos

Prioridad: @ Titular/es:
29.12.2010 US 201061428016 P XL-PROTEIN GMBH (50.0%)
21.05.2010 EP 10163564 Lise-Meitner-Strasse 30

85354 Freising, DE y
, . o
Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la TECHNISCHE UNIVERSITAT MUNCHEN (50.0%)
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

28.11.2018 SKERRA, ARNE;
BINDER, ULIly
SCHLAPSCHY, MARTIN

Agente/Representante:
ARIAS SANZ, Juan

Observaciones:

Véase nota informativa (Remarks, Remarques o
Bemerkungen) en el folleto original publicado por
la Oficina Europea de Patentes

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2691 642 T3

DESCRIPCION
Polipéptidos de enrollamiento al azar de prolina/alanina biosintéticos y sus usos

La presente invencion se refiere a un polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o a un segmento de
polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o a un conjugado, comprendiendo dicho polipéptido de enrollamiento
al azar biosintético o segmento de polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o conjugado una secuencia de
aminoacidos que consiste Unicamente en residuos de aminoacido de prolina y alanina, en los que dicha secuencia
de aminoacidos consiste en al menos aproximadamente 50 residuos de aminoacido de prolina (Pro) y alanina (Ala).
Dichos al menos aproximadamente 50 residuos de aminoacido de prolina (Pro) y alanina (Ala) pueden ser (a)
constituyente(s) de un polipéptido heterélogo o un constructo de polipéptido heterélogo. También se describen usos
y métodos de uso de estos polipéptidos de enrollamiento al azar biosintéticos, dichos segmentos de polipéptido o
dichos conjugados. Los usos pueden comprender, entre otros, usos médicos, usos de diagndstico o usos en la
industria alimentaria asi como otras aplicaciones industriales, tales como en la industria del papel, en la recuperacion
de petréleo y similares. La presente invencion también se refiere a (a) uso(s) especifico(s) del polipéptido de
enrollamiento al azar biosintético o segmento de polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o conjugados
proporcionados en el presente documento, comprendiendo dicho polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o
segmento de polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o conjugados una secuencia de aminoacidos que
consiste Unicamente en residuos de aminoacido de prolina y alanina. La secuencia de aminoacidos del polipéptido
de enrollamiento al azar biosintético o segmento de polipéptido de enrollamiento al azar biosintético proporcionado
en el presente documento consiste en al menos aproximadamente 50, en al menos aproximadamente 100, en al
menos aproximadamente 150, en al menos aproximadamente 200, en al menos aproximadamente 250, en al menos
aproximadamente 300, en al menos aproximadamente 350 o en al menos aproximadamente 400 residuos de
aminoacido de prolina (Pro) y alanina (Ala). Dichos al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente 100,
al menos aproximadamente 150, al menos aproximadamente 200, al menos aproximadamente 250, al menos
aproximadamente 300, al menos aproximadamente 350 o al menos aproximadamente 400 residuos de aminoacido
de prolina (Pro) y alanina (Ala) son un constituyente de un conjugado de farmaco, tal como un conjugado con un
compuesto biolégicamente activo. En particular, en el presente documento se proporcionan proteinas heterélogas
mediante lo cual estas proteinas comprenden al menos dos dominios, en las que un primer dominio de dichos al
menos dos dominios comprende una secuencia de aminoacidos que tiene y/o que media en una actividad, tal como
una actividad biolégica, y un segundo dominio de dichos al menos dos dominios que comprenden el polipéptido de
prolina/alanina de enrollamiento al azar biosintético o segmento de polipéptido de prolina/alanina de la presente
invencion. La presente invenciéon se refiere en particular a un conjugado de farmaco que comprende (i) un
polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o segmento de polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que consiste Unicamente en residuos de aminoacido de prolina y alanina, en el que dicha secuencia de
aminoacidos consiste en al menos 50 residuos de aminoacido de prolina (Pro) y alanina (Ala), y (ii) un farmaco
seleccionado del grupo que consiste en (a) una proteina biolégicamente activa o un polipéptido que comprende o
que es una secuencia de aminoacidos que tiene o media en una actividad biolégica y (b) un farmaco de molécula
pequefa. Un objeto adicional de la presente invencion es un conjugado de farmaco que comprende el polipéptido de
prolina/alanina de enrollamiento al azar biosintético o segmento de polipéptido de prolina/alanina segun se
proporcionan en el presente documento y, adicionalmente, (a) molécula(s) pequefia(s) farmacéuticamente util(es) o
proteina(s) unidas y/o acopladas a dicho polipéptido de prolina/alanina de enrollamiento al azar biosintético o
segmento de polipéptido de prolina/alanina. Ademas, se dan a conocer moléculas de acido nucleico que codifican
para el polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o segmento de polipéptido y/o las proteinas heterélogas
bioldgicamente activas asi como vectores y células que comprenden dichas moléculas de acido nucleico. Ademas,
se dan a conocer métodos para la produccion de los polipéptidos de enrollamiento al azar biosintéticos o segmentos
de polipéptido de la invencidon descritos en el presente documento y conjugados de farmaco o alimento
correspondientes, es decir, conjugados que comprenden los polipéptidos de enrollamiento al azar biosintéticos o
segmentos de polipéptido definidos en el presente documento y un ingrediente alimenticio o un aditivo alimenticio.
También se dan a conocer conjugados correspondientes (que comprenden como constituyente el polipéptido de
enrollamiento al azar biosintético o segmento de polipéptido dado a conocer en el presente documento) que
comprenden, entre ofras cosas, un componente o aditivo cosmético o un compuesto biolégica o
espectroscopicamente activo. Ademas, la presente invencién proporciona composiciones que comprenden los
conjugados de farmaco o las moléculas de acido nucleico, vectores y células de la invencion. También se
proporcionan métodos de produccion y/u obtencion de los polipéptidos de enrollamiento al azar biosintéticos o
segmentos de polipéptido de la invenciéon asi como de producciéon y/u obtencion de las proteinas heterdlogas
bioldgicamente activas y/o constructos de polipéptido o conjugados de farmaco de la invencion. Ademas, en el
presente documento se proporcionan usos médicos, farmacéuticos asi como de diagndstico para el polipéptido de
enrollamiento al azar biosintético o segmento de polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que
consiste Unicamente en residuos de aminoacido de prolina y alanina (o para moléculas y conjugados que
comprenden los mismos) tal como se define en el presente documento. Tal uso médico o farmacéutico puede
comprender el uso de dicho polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o segmento de polipéptido como
expansor del plasma y similares. Sin embargo, los medios y métodos proporcionados en el presente documento no
se limitan a usos farmacéuticos, médicos y bioldgicos, sino que también pueden emplearse en otros sectores
industriales, tales como la industria del papel, en la recuperaciéon de petréleo, etc. Un aclaramiento rapido de la
circulacion sanguinea mediante filtracion renal es una propiedad tipica de moléculas pequeiias (incluyendo proteinas
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pequefias y péptidos). Sin embargo, expandiendo las dimensiones moleculares aparentes mas alla del tamafio de
poro de los glomérulos renales puede prolongarse la semivida en plasma de proteinas terapéuticas hasta un
intervalo médicamente util de varios dias. Una estrategia para lograr un efecto de este tipo es la conjugacién quimica
del componente biolégico con el polimero sintético polietilenglicol (PEG). Esto ha conducido a varios farmacos
aprobados, por ejemplo PEG-interferon alfa2a (Pegasys®), PEG-G-CSF (Neulasta®) y, recientemente, un alfaTNF-
fragmento Fab pegilado (Cimzia®). No obstante, la tecnologia de la “pegilacion” tiene varios inconvenientes: los
derivados de PEG de calidad clinica son caros y su acoplamiento covalente a una proteina recombinante requiere
etapas de procesamiento y purificacion posteriores adicionales, reduciendo por tanto el rendimiento y aumentando
los costes. Ademas, el PEG no es biodegradable, lo cual puede provocar efectos secundarios tales como
vacuolizacién del epitelio renal tras el tratamiento continuo; véase, por ejemplo, Gaberc-Porekar (2008) Curr Opin
Drug Discov Devel 11:242-50; Knop (2010) Angew Chem Int Ed Engl 49:6288-308 o Armstrong en: Veronese (Ed.),
“PEGylated Protein Drugs: Basic Science and Clinical Applications”; Birkhauser Verlag, Basilea 2009.

Con el fin de superar algunos de los inconvenientes de la tecnologia de PEG, se han proporcionado determinados
compuestos miméticos de polipéptidos recombinantes en la técnica, algunos de los cuales se basan en secuencias
de aminoacidos que se producen de manera natural o tramos de aminoacido sintéticos.

La mayoria de las secuencias de aminoacidos naturales no se comportan como una cadena al azar ideal en
disolucion fisiolégica porque o bien tienden a adoptar una conformacioén plegada (estructura secundaria) o bien, si
estan desplegadas, habitualmente son insolubles y forman agregados. De hecho, la mayoria de los experimentos
clasicos para investigar el comportamiento de cadenas al azar de polipéptidos se llevaron a cabo en condiciones
desnaturalizantes, es decir en presencia de desnaturalizantes quimicos tales como urea o cloruro de guanidinio
(véase, por ejemplo, Cantor (1980) Biophysical Chemistry. W.H. Freeman and Company, Nueva York). Por tanto,
tales tecnologias se basan generalmente en secuencias de aminoacidos peculiares que resisten al plegamiento, la
agregacion asi como la adsorcion inespecifica y, por tanto, proporcionan cadenas al azar estables en condiciones y
temperatura de tampon fisioldgico aunque se fusionen genéticamente con un dominio de proteina terapéutica
plegado. En estas circunstancias, tales compuestos miméticos de PEG recombinantes pueden conferir un aumento
de tamafio mucho mayor de lo que se esperaria normalmente basandose en su masa molecular sola, retardando
eventualmente la filtracion renal y prolongando eficazmente la semivida en plasma del componente unido en factores
considerables.

Sin embargo, muchas de estas tecnologias tienen desventajas y advertencias adicionales.

Por ejemplo, se han sometido a prueba secuencias de aminoacidos repetitivas que se producen de manera natural
para determinar su utilidad en las ciencias médicas y en enfoques farmacéuticos. Uno de estos enfoques se refiere a
la trans-sialidasa de Trypanosoma cruzi. Contiene un dominio catalitico de 680 residuos de aminoacido seguido por
un dominio repetitivo C-terminal, denominado “antigeno secretado de fase aguda” (SAPA), que comprende un
numero variable de repeticiones de aminoacidos de 12 meros. Estudios de farmacocinética (PK) en ratones de la
trans-sialidasa que contiene 13 repeticiones de aminoacidos correspondientes hidrdfilas y (a pH fisiolégico) cargadas
negativamente que tienen la secuencia natural DSSAHSTPSTPA revelaron una semivida en plasma cinco veces
mas larga en comparacion con la enzima recombinante de la que se habia delecionado la secuencia repetitiva C-
terminal (Buscaglia (1999) Blood 93 :2025-32). Se observé un efecto de prolongacion de la semivida similar tras la
fusion de la misma trans-sialidasa, es decir su dominio catalitico de 76 kDa, con 13 repeticiones de aminoacidos
cargadas de la secuencia EPKSA que se encontraron en el antigeno proteico 13 de Trypanosoma cruzi. Tanto las
repeticiones de SAPA como del antigeno 13 pudieron prolongar la semivida en plasma de la proteina heteréloga
glutation S-transferasa (GST) de Schistosoma japonicum en un factor de 7-8 tras la fusién genética a ambos
extremos C-terminales de esta enzima homodimérica (véase Buscaglia, citado anteriormente). Sin embargo, aunque
estas secuencias de aminoacidos repetitivas que se producen de manera natural de patégenos humanos en
principio pueden parecer atractivas para optimizar la farmacocinética de proteinas terapéuticas, se encontré que
eran altamente inmunogénicas (véase Affranchino (1989), Mol Biochem Parasitol 34:221-8 o Buscaglia (1998), J
Infect Dis 1998; 177:431-6).

Otro enfoque se refiere al uso de gelatina. La gelatina, colageno animal hidrolizado y desnaturalizado, contiene
largos tramos de repeticiones de Gly-Xaa-Yaa, en los que Xaa y Yaa constituyen principalmente prolina y 4-
hidroxiprolina, respectivamente. La succinilacion de gelatina, principalmente mediante los grupos g-amino de
cadenas laterales de lisina intercaladas de manera natural, aumenta la hidrofilia de este biopolimero y reduce su
punto isoeléctrico (p/). La repulsion electrostatica intramolecular entre los grupos carboxilato cargados
negativamente de las cadenas laterales modificadas extiende supuestamente la molécula para dar una
conformacién mas o menos extendida. El volumen expandido resultante hace que la gelatina succinilada sea una
macromolécula para su uso como expansor del plasma en seres humanos y se comercializa, entre otras cosas,
como Volplex® (Beacon Pharmaceuticals Ltd) o Gelofusine® (B. Braun Melsungen AG). Ademas, se logré un efecto
de prolongacion de la semivida mediante fusién genética de factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF)
a un polipéptido similar a gelatina artificial (Huang (2010) Eur J Pharm Biopharm 74:435-41). Para ello, se
intercambiaron todas las cadenas laterales hidréfobas en una gelatina natural por residuos hidrofilos, dando como
resultado una proteina similar a gelatina de 116 aminoacidos (GLK) que comprendia los aminoacidos G, P, E, Q, N,
S y K en un orden variable. Se fusiond G-CSF en su extremo N-terminal con 4 copias de esta secuencia de GLK y
se secretd en Pichia pastoris. Pichia pastoris parecio ser un organismo de produccion favorable para proteinas de
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fusion de GLK; sin embargo, queda por determinar si también pueden producirse GLK en otros organismos ya que
se conoce que fragmentos de gelatina recombinantes sélo pueden expresarse con bajo rendimiento en E. coli, por
ejemplo, tal como se ilustra en Olsen (2003), Adv Drug Deliv Rev 55:1547-67.

La elastina es un componente de la matriz extracelular en muchos tejidos. Se forma a partir del precursor soluble
tropoelastina, que consiste en un dominio hidréfilo rico en Lys/Ala y un dominio elastomérico hidréfobo con
secuencia repetitiva. La reticulacion enzimatica de cadenas laterales de lisina dentro del dominio hidréfilo conduce a
la formacion de elastina insoluble. Los polipéptidos similares a elastina (ELP) son secuencias de aminoacidos
repetitivas, disefiadas artificialmente, derivadas del dominio hidréfobo de tropoelastina. El motivo de secuencia de
repeticion mas comun de ELP es V-P-G-X-G, en el que “X” puede ser cualquier aminoacido excepto Pro (MacEwan
(2010) Biopolymers 94:60-77; Kim (2010) Adv Drug Deliv Rev 62:1468-78). Pueden fusionarse ELP adecuados con
proteinas terapéuticas y producirse en E. coli. Por consiguiente, la capacidad de los ELP de formar depodsitos
similares a gel tras la inyeccidon puede prolongar significativamente la semivida in vivo de un compuesto biolégico
unido, aunque mediante un mecanismo diferente de los demas polipéptidos no estructurados. Sin embargo, la unién
a ELP puede obstaculizar la bioactividad de la pareja de fusion tal como se demuestra para el antagonista de
receptor de interleucina-1 en un bioensayo de proliferacion de linfocitos inducida por IL-1 (Shamiji (2007) Arthritis
Rheum. 11:3650- 3661). Ademas, los ELP son propensos a degradacion mediante proteasas endogenas tales como
colagenasa. Ademas, las proteinas agregadas son generalmente mas susceptibles a la inmunogenicidad.

Enfoques adicionales se refieren al uso de polimeros polianiénicos. Por ejemplo, se ha acoplado quimicamente
poliglutamato (PG) a farmacos de molécula pequefia citotoxicos escasamente solubles para el tratamiento de
cancer. Un producto correspondiente es Opaxio™, un conjugado de farmaco de paclitaxel actualmente en estudios
clinicos de fase Ill. La semivida de un conjugado de paclitaxel-PG se prolongd en un factor de 3 a 14 en
comparacion con el compuesto sin modificar (Singer (2005) J Control Release 109:120-6). Se produjeron proteinas
de fusion adicionales, por ejemplo G-CSF fusionado en su extremo N-terminal con un tramo de 175 residuos de Glu
consecutivos o IFN-alfa2 que porta en su extremo C-terminal una cola de PG de 84 residuos, en un estado soluble
en el citoplasma de E. coli (véase el documento W02002/077036). Para una traduccion eficaz, la fusion N-terminal
requirié un péptido lider, que posteriormente se elimind mediante escision con proteasa de virus de grabado del
tabaco (TEV). Las fusiones con poliglutamato de G-CSF e INFa2 mostraron bioactividad en ensayos de cultivo
celular. Sin embargo, hasta la fecha no se han notificado datos farmacocinéticos de estas fusiones con PG. Ademas,
la carga altamente negativa de las fusiones con PG es una desventaja general con respecto a interacciones
biomoleculares (por ejemplo, unién del factor soluble o receptor diana) debido a efectos de atraccion o repulsion
electrostaticas artificiales.

El documento WO 2006/081249 describe una secuencia de polipéptido con aproximadamente de 2 a 500 unidades
de repeticion de 3 a 6 aminoacidos, en la que G, N o Q representan los principales constituyentes mientras que
constituyentes minoritarios pueden ser A, S, T, D o E. Esta composicion de aminoacidos permite la integracion del
sequon de glicosilacion Asn-Xaa-Ser/Thr (en el que Xaa es cualquier aminoacido excepto Pro) para la glicosilacion
unida en N de la cadena lateral de Asn en sistemas de expresion eucariotas. El tamafio macromolecular aumentado
de una proteina de fusién resultante, incluyendo la modificacion tras la traduccion con estructuras de hidratos de
carbono solvatadas voluminosas, puede prolongar la farmacocinética de la proteina genéticamente conjugada. Tales
uniones de oligosacaridos (“glicoingenieria”) en general pueden tanto reducir la propension a proteolisis como
aumentar el volumen hidrodinamico (Sinclair (2005) J Pharm Sci 94:1626-35). Una desventaja es la heterogenicidad
molecular intrinseca de la biomacromolécula glicosilada, lo que provoca un esfuerzo adicional durante la produccion
por biotecnologia y el control de calidad.

El documento WO 2010/091122 (y el documento WO 2007/103515) y Schellenberger (2009) Nat Biotechnol
27:1186-90 dan a conocer polimeros de aminoacidos no repetitivos, no estructurados, que abarcan y que
comprenden los residuos P, E, S, T, Ay G. Este conjunto de aminoacidos, que muestra una composicién similar a la
repeticion de PSTAD descrita adicionalmente con anterioridad, se examind sistematicamente para determinar
secuencias para producir un polipéptido solvatado con gran tamafio molecular, adecuado para el desarrollo
biofarmacéutico, evitando cadenas laterales hidréfobas (en particular F, I, L, M, V y W) que pueden dar lugar a
agregacion y pueden provocar una respuesta inmunitaria mediada por HLA/MHC-II. Ademas, se excluyeron residuos
de Cys posiblemente reticulantes, los aminoacidos catidnicos K, R y H, que podian interaccionar con membranas
celulares cargadas negativamente, y las cadenas laterales de amida de N y Q, que eran posiblemente propensas a
hidrélisis (véase Schellenberger (2009), citado anteriormente). Se examinaron bibliotecas génicas sintéticas que
codificaban para secuencias no repetitivas que comprendian el conjunto de residuos de PESTAG, que se fusionaron
con la proteina verde fluorescente (GFP), con respecto a niveles de expresion solubles en E. coli, y se investigo
adicionalmente un subconjunto resultante para determinar la estabilidad genética, solubilidad de proteina,
termoestabilidad, tendencia a la agregacion y perfil de contaminantes. Finalmente, se sometié a pruebas adicionales
una secuencia de 864 aminoacidos que contenia 216 residuos de Ser (el 25,0% en moles), 72 residuos de Ala (el
8,3% en moles) y 144 aminoacidos (el 16,7% en moles) de cada uno de Pro, Thr, Glu y Gly, para determinar su
fusion al agonista de receptor de GLP-1 exendina-4 (E-XTEN) y algunos otros compuestos bioldgicos. Las proteinas
de fusién (que portaban normalmente un dominio de unién a celulosa, que posteriormente se elimind por escision)
se produjeron en un estado soluble en el citoplasma de E. coli y se aislaron. La investigacion de E-XTEN mediante
espectroscopia de dicroismo circular (CD) reveldé una ausencia de estructura secundaria mientras que durante la
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cromatografia de exclusion molecular (SEC) la proteina de fusidn mostré sustancialmente menos retencion de la
esperada para una proteina de 84 kDa, demostrando por tanto un volumen hidrodinamico aumentado (Schellenberg
(2009), citado anteriormente). La estructura desordenada del polipéptido PESTAG y el aumento asociado del radio
hidrodinamico pueden verse favorecidos por la repulsion electrostatica entre aminoacidos que portan una alta carga
negativa neta que se distribuyen a lo largo de la secuencia de XTEN (véase el documento WO 2010/091122). Sin
embargo, un estudio adicional, Geeting (2010) PLoS One 2010; 5:e10175, demostré que XTEN disminuye la
potencia de su pareja de fusion terapéutica. En un ensayo de cultivo celular, una fusién de glucagén-XTEN mostro
una bioactividad de simplemente el 15% del péptido no modificado. Se describié una pérdida ain mayor de afinidad
de receptor (CEsp aumentada 17 veces) para una fusion con XTEN de hormona del crecimiento humana (hGH);
véase el documento WO 2010/144502. También se ha considerado glicina, el aminoacido mas pequefio y
estructuralmente mas sencillo, como el conformacionalmente mas flexible basandose en razonamientos tedricos;
véase, por ejemplo, Schulz GE, Schirmer RH. Principles of Protein Structure. Springer, Nueva York 1979. Ademas,
simulaciones informaticas han indicado que polimeros de Gly carecen de estructura secundaria y es probable que
formen un enrollamiento al azar en disolucion; véase Shental-Bechor (2005) Biophys J 88:2391-402. Desde un punto
de vista quimico, la poliglicina es una poliamida no ramificada, lineal, que muestra cierto parecido con el poliéter
PEG en la medida en que ambos son macromoléculas esencialmente unidimensionales con muchos grados de
libertad rotacionales a lo largo de la cadena, que estan compuestas por unidades de hidrocarburos cortas repetidas
que estan interrumpidas de manera regular por enlaces de hidrogeno y grupos polares altamente solvatados. Por
consiguiente, la poliglicina debe constituir el compuesto mimético de PEG genéticamente codificable mas sencillo
con la perspectiva de prolongar la semivida en plasma de proteinas terapéuticas. Este concepto se empled en forma
de “polimero de homoaminoacido (HAP)” o como secuencia rica en glicina (GRS), respectivamente; véase,
Schlapschy (2007) Protein Eng Des Sel 20:273-84; documento WO 2007/103515. Sin embargo, se ha sabido desde
hace mucho que los polimeros de Gly puros quimicamente sintetizados muestran una escasa solubilidad en agua;
véase, entre otros, en Bamford CH et al. Synthetic Polypeptides - Preparation, Structure, and Properties. Academic
Press, Nueva York 1956. Por tanto, se realizaron diferentes intentos por aumentar la hidrofilia, o bien introduciendo
cadenas laterales de alcohol de serina formadoras de enlaces de hidrogeno (documento WO 2007/103515 asi como
Schlapschy (2007), citado anteriormente) o bien, adicionalmente, residuos de glutamato cargados negativamente
(documento WO 2007/103515). Debe observarse que ya se han descrito espaciadores peptidicos con la
composicion (GlysSer), en la técnica con el fin de unir dominios en proteinas de fusién de una manera flexible. Se
detecté un volumen hidrodinamico significativamente aumentado para estas proteinas de fusion en SEC analitica.
En el caso de la version de HAP de 200 residuos, el aumento de tamafio aparente fue del 120% en comparacion con
el fragmento Fab sin fusionar, mientras que la masa auténtica so6lo fue mayor en un 29%, revelando por tanto el
efecto de un volumen hidrodinamico potenciado debido a la estructura de enrollamiento al azar solvatada de la cola
de poliglicina. Ademas, los espectros de diferencia de CD fueron caracteristicos para la estructura secundaria
desordenada para el resto de HAP. Finalmente, la semivida en plasma terminal del fragmento Fab que portaba el
HAP de 200 residuos en ratones se prolongé en un factor de aproximadamente 3. Aunque moderado, este efecto
puede resultar apropiado para determinadas aplicaciones de diagndstico (especializadas), tales como obtencion de
imagenes in vivo; véase Schlapschy (2007); citado anteriormente. Desafortunadamente, la produccién de proteinas
de fusion con secuencias de repeticion de (GlysSer), mas largas parecié ser menos viable debido a un aumento de
la tendencia a formar agregados, planteando por tanto una limitacion natural al uso de polimeros de glicina (mas o
menos puros) como compuestos miméticos de PEG.

El documento WO 2008/155134 da a conocer que secuencias con una mezcla apropiada de residuos de Pro, Ala 'y
Ser (es decir PAS) conducen a una cancelacion mutua de sus preferencias de estructura secundaria diferenciadas y,
por tanto, dan como resultado un polipéptido desordenado de manera estable. Sin embargo, el documento WO
2008/155134 también documenta que las proteinas de fusién con un dominio compuesto Unicamente por residuos
de serina y alanina (SA), es decir un dominio que comprende solo dos tipos de aminoacidos, no forman un
enrollamiento al azar, sino en su lugar una estructura de lamina . El documento US 2009/0192087 da a conocer
una secuencia de poli-Ala que sirve como grupo de unién para fusionar al menos un subdominio extracelular de la
proteina Klotho con un polipéptido que comprende una hormona del crecimiento de fibroblastos. El documento EP-
A1 1 739 167 da a conocer un método para la generacidon de virus y su uso en la preparacion de vacunas. El
documento EP-A1 1 739 167 también da a conocer una secuencia de poli-A de un polipéptido que puede usarse
para preparar virus. Sin embargo, estas secuencias de poli-A no consisten Unicamente en residuos de prolina y
alanina.

El documento WO 2008/14500 da a conocer proteinas de parvovirus con determinadas inserciones y su uso meédico.
Sin embargo, el documento WO 2008/14500 no da a conocer una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos
que consiste Unicamente en al menos 50 residuos de prolina y alanina ni un conjugado de farmaco que comprende
la misma.

El documento WO 01/78503 da a conocer proteinas de fusién con GFP para su expresion en células vegetales, en
las que las proteinas de fusién pueden comprender una secuencia de (hidroxi)prolina-alanina. Sin embargo, GFP no
es un farmaco.

La sintesis quimica de polipéptidos se conoce bien y se ha descrito en la técnica. Izuka da a conocer la sintesis
quimica de polipéptidos que contienen prolina (véase lIzuka (1993), Bull. Chem. Soc. Jpn 66, 1269-1272). Estos
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copolipéptidos contienen secuencias al azar de prolina y o glicina, L-alanina, acido L-a-aminobutirico (Abu), L-
norvalina (Nva) o L-leucina, respectivamente, y se sintetizan mediante copolimerizacion quimica. Izuka da a conocer
que tales copolipéptidos tienen principalmente una conformacién similar a colageno definida. Ademas, en esta
publicacion se describe que los copolipéptidos de prolina y alanina (o prolina y acido L-a-aminobutirico) son
parcialmente solubles en agua, mientras que otros copolipéptidos eran completamente insolubles. En lzuka se
especula que los copolipéptidos de prolina/alanina pueden tener una conformacién desordenada parcial. Izuka
enfatiza que los polipéptidos quimicamente sintetizados con una secuencia de prolina/alanina al azar se producen
de manera predominante en una conformacion similar a colageno, es decir en una conformacion estructurada.

Por tanto, el problema técnico subyacente a la presente invencion es proporcionar polipéptidos grandes con una
auténtica conformacion de enrollamiento al azar. El problema técnico se resuelve proporcionando las realizaciones
caracterizadas en las reivindicaciones y tal como se proporciona en el presente documento.

Por consiguiente, la invencion se refiere a un conjugado de farmaco que comprende (i) un polipéptido de
enrollamiento al azar biosintético o segmento de polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que
consiste Unicamente en residuos de aminoacido de prolina y alanina, en el que dicha secuencia de aminoacidos
consiste en al menos 50 residuos de aminoacido de prolina (Pro) y alanina (Ala), y (ii) un farmaco seleccionado del
grupo que consiste en (a) una proteina biolégicamente activa o un polipéptido que comprende o que es una
secuencia de aminoacidos que tiene o media en una actividad biolégica y (b) un farmaco de molécula pequefa. Los
polipéptidos con auténtica conformacion de enrollamiento al azar y segmentos de polipéptido con auténtica
conformacion de enrollamiento al azar tal como se proporciona en el presente documento también son Utiles en el
contexto de usos cosméticos asi como usos en la industria alimentaria y la produccién de bebidas. Los polipéptidos
grandes proporcionados en el presente documento que muestran auténtica conformacion de enrollamiento al azar
consisten Unica o simplemente en residuos de prolina (P, Pro) y alanina (A, Ala) y comprenden mas de al menos
50 aminoacidos, en particular de al menos aproximadamente 100, en particular de al menos aproximadamente 150,
en particular de al menos aproximadamente 200, en particular de al menos aproximadamente 250, en particular de
al menos aproximadamente 300, en particular de al menos aproximadamente 350, en particular de al menos
aproximadamente 400 residuos de aminoacido de prolina y alanina. Ambos aminoacidos, P y A, necesitan estar
presentes en los polipéptidos grandes con auténtica conformacion de enrollamiento al azar y segmentos de
polipéptido con auténtica conformacion de enrollamiento al azar proporcionados el presente documento. En el
presente documento también se proporcionan moléculas de acido nucleico que codifican para los polipéptidos de
enrollamiento al azar biosintéticos o segmentos de polipéptido dados a conocer en el presente documento asi como
para conjugados de farmaco o alimento que comprenden dichos polipéptidos de enrollamiento al azar biosintéticos o
segmentos de polipéptido y una proteina de interés (covalentemente unida), tal como una proteina biolégicamente
activa.

El polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o segmento de polipéptido de enrollamiento al azar biosintético tal
como se describe en el presente documento y que va a usarse en conjugados de farmaco o alimento tal como se
proporciona en el presente documento y que comprende una secuencia de aminoacidos que consiste en al menos
aproximadamente 50, en al menos aproximadamente 100, en al menos aproximadamente 150, en al menos
aproximadamente 200, en al menos aproximadamente 250, en al menos aproximadamente 300, en al menos
aproximadamente 350, en al menos aproximadamente 400 residuos de aminoacido de prolina (P) y alanina (A) va a
usarse, entre otras cosas, en un contexto heterdlogo, es decir en una proteina heterdloga biolégicamente activa,
constructo de proteina y/o en un conjugado de farmaco que comprende dicho polipéptido de enrollamiento al azar
biosintético o segmento de polipéptido y moléculas farmacéutica o médicamente Utiles, tales como moléculas
pequefias, péptidos o biomacromoléculas tales como proteinas, acidos nucleicos, hidratos de carbono, vesiculas
lipidicas y similares. Tal como se ilustra en los ejemplos adjuntos, los inventores pudieron proporcionar
satisfactoriamente conjugados de farmaco que consisten en los polipéptidos de enrollamiento al azar auténtico tal
como se define en el presente documento y proteinas biolégicamente activas o tramos de proteina asi como
conjugados de farmaco que consisten en moléculas pequefias o farmacos de molécula pequefia que comprenden
y/o estan unidos a los polipéptidos de enrollamiento al azar descritos en el presente documento, que consisten
Unicamente en residuos de aminoacido de prolina y alanina (es decir en aminoacidos tanto P como A).

Por consiguiente, la presente invencion proporciona, entre otras cosas, una proteina heteréloga biolégicamente
activa que comprende al menos dos dominios en la que (a) un primer dominio de dichos al menos dos dominios
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene y/o que media en dicha actividad biolégica; y (b) un segundo
dominio de dichos al menos dos dominios comprende el polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o segmento
de polipéptido que consiste en una secuencia de aminoacidos que consiste en al menos aproximadamente 50, en al
menos aproximadamente 100, en al menos aproximadamente 150, en al menos aproximadamente 200, en al menos
aproximadamente 250, en al menos aproximadamente 300, en al menos aproximadamente 350, en al menos
aproximadamente 400 residuos de aminoacido de prolina y alanina. Segun esta invencion, dicho “primer dominio” y
dicho “segundo dominio” no estan comprendidos ni en una proteina natural (es decir, que se produce en la
naturaleza) ni en una proteina hipotética seguin se deduce a partir de secuencias de acido nucleico codificantes que
se producen de manera natural, tales como marcos de lectura abiertos, etc.

Ademas, esta invencion proporciona un conjugado de farmaco que consiste en el polipéptido de enrollamiento al
azar biosintético o segmento de polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que consiste en al
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menos aproximadamente 50, en al menos aproximadamente 100, en al menos aproximadamente 150, en al menos
aproximadamente 200, en al menos aproximadamente 250, en al menos aproximadamente 300, en al menos
aproximadamente 350, en al menos aproximadamente 400 residuos de aminoacido de prolina y alanina y (a)
molécula(s) farmacéuticamente util(es), tal(es) como una(s) molécula(s) pequefa(s) o una(s) proteina(s) que se
conjuga(n) con dicho polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o segmento de polipéptido. De nuevo, debe
observarse que el término “biolégicamente activo” en el contexto de los conjugados dados a conocer en el presente
documento no se limita a moléculas bioldgicas puras sino que también comprende moléculas médicamente activas,
terapéuticamente activas, farmacéuticamente activas y similares. Resulta evidente para el experto en la técnica que
los medios y métodos proporcionados en el presente documento no se limitan a usos farmacéuticos y médicos, sino
que pueden emplearse en una amplia variedad de tecnologias, incluyendo, pero sin limitarse a, tecnologias
cosmeéticas, alimentarias, de bebidas y nutricion, industria del petroleo, industria del papel y similares.

A diferencia de copolipéptidos quimicamente sintetizados (tal como en Izuka, citado anteriormente), los polipéptidos
de enrollamiento al azar proporcionados en el presente documento se producen de manera biosintética. El término
“biosintético” tal como se usa en el presente documento se refiere a la sintesis por medio de medios biotecnoldgicos
(a diferencia de la sintesis quimica). Tales métodos biotecnoldgicos se conocen bien en la técnica y también se
describen en el presente documento a continuacién. La biosintesis de los polipéptidos de enrollamiento al azar de la
presente invencion permite la produccion de polipéptidos con una secuencia de residuos de prolina y alanina
definida, una longitud definida y/o una razén definida de residuos de prolina y alanina. Ademas, los polipéptidos
proporcionados segun la presente invencion son sustancialmente puros, es decir, los polipéptidos producidos son
esencialmente uniformes y comparten las caracteristicas anteriores (es decir secuencia definida, longitud definida
y/o razéon de aminoacidos definida). Los polipéptidos de enrollamiento al azar que consisten en al menos
aproximadamente 50, en particular en al menos aproximadamente 100, en particular en al menos aproximadamente
150, en particular en al menos aproximadamente 200, en particular en al menos aproximadamente 250, en particular
en al menos aproximadamente 300, en particular en al menos aproximadamente 350, en particular en al menos
aproximadamente 400 residuos de aminoacido de prolina y alanina estan comprendidos segun esta invencion en
conjugados de farmaco.

En conjunto, las caracteristicas anteriores de los polipéptidos de la presente invenciéon permiten la formaciéon de un
enrollamiento al azar estable de los polipéptidos y estos polipéptidos de enrollamiento al azar tienen propiedades
sorprendentes y ventajosas. Por ejemplo, los polipéptidos de la presente invencion son completamente solubles en
disolucion acuosa y tienen un volumen hidrodinamico aumentado. De manera inesperada, los polipéptidos de
enrollamiento al azar tal como se define en el presente documento también pueden conferir una estabilidad in vivo/in
vitro aumentada. Esto es particularmente importante para aplicaciones médicas, por ejemplo, para proteinas
bioldgicamente activas o conjugados de farmaco que comprenden el polipéptido de enrollamiento al azar de esta
invencion. Sin embargo, las numerosas propiedades ventajosas de los polipéptidos de enrollamiento al azar de la
presente invenciéon no soélo permiten su uso en el campo médico sino también en otros campos, tales como en
cosmeética/tratamientos cosméticos o en los campos de nutricion y tecnologia de los alimentos, tal como en la
industria lactea o en el procesamiento de la carne. Ejemplos de conjugados utiles en industria alimentaria y similares
son conjugados que comprenden el polipéptido de enrollamiento al azar o segmento de polipéptido dado a conocer
en el presente documento que comprende una secuencia de aminoacidos que consiste Unicamente en residuos de
aminoacido de prolina y alanina y compuestos que son utiles en estas tecnologias, tales como, por ejemplo,
polimeros de polioxipropileno o polioxietileno, que son tensioactivos no iénicos usados como emulsionantes. En el
presente documento también se prevé el uso del polipéptido de enrollamiento al azar biosintético tal como se define
en el presente documento en métodos bioguimicos y en procedimientos técnicos, tales como produccion de papel,
recuperacion de petroleo y similares. Las caracteristicas sorprendentes y ventajosas de los polipéptidos de
enrollamiento al azar biosintéticos que consisten simplemente en residuos de prolina y alanina tal como se
proporciona en el presente documento (y también de los conjugados y constructos dados a conocer en el presente
documento, tales como conjugados/constructos de farmaco o alimento, que comprenden dichos polipéptidos de
enrollamiento al azar auténtico biosintéticos) se describen a continuacion con mas detalle. Ademas, a continuacion
se proporcionan usos y medios y métodos ilustrativos que emplean estos polipéptidos de enrollamiento al azar
biosintéticos de la invencion. En el presente documento también se proporcionan medios y métodos para la
produccion de tales polipéptidos de enrollamiento al azar biosintéticos asi como polipéptidos heterélogos o
constructos de polipéptido biolégicamente activos y de los conjugados y constructos dados a conocer en el presente
documento, tales como constructos de farmaco, que comprenden dichos polipéptidos de enrollamiento al azar.

En el contexto de esta invencion, se ha encontrado sorprendentemente que los polimeros/polipéptidos de prolina-
alanina con una composiciéon uniforme forman una conformacién de enrollamiento al azar estable. Esto también se
demuestra en los ejemplos adjuntos, en los que la estructura de enrollamiento al azar de (co)polimeros/polipéptidos
de prolina/alanina biosintéticos se confirma mediante espectroscopia de dicroismo circular (CD). La obtencion y el
empleo de tales polipéptidos/polimeros auténticamente de enrollamiento al azar biosintéticos fueron sorprendentes
dado que el método de Chou-Fasman establecido (Chou y Fasman (1974), Biochemistry 13, 223-245) predice una
estructura secundaria en hélices o al 100% de polimeros/polipéptidos (o segmentos de los mismos) compuestos por
prolina y alanina, tal como se muestra en la figura 7. Sin embargo, en el presente documento se ha encontrado
sorprendentemente y se ha mostrado experimentalmente que los polimeros/polipéptidos de prolina-alanina con una
composicion uniforme forman una conformacién de enrollamiento al azar estable. Esto también se demuestra en los
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ejemplos adjuntos, en los que la estructura de enrollamiento al azar de (co)polimeros/polipéptidos de prolina/alanina
se confirma mediante técnicas experimentales tales como espectroscopia de dicroismo circular (CD) y cromatografia
de exclusion molecular (SEC).

A diferencia de los polipéptidos/polimeros de la presente invencion, los polipéptidos quimicamente sintetizados
descritos, por ejemplo, en lzuka (1993), citado anteriormente, tienen una secuencia arbitraria/no definida y
estocastica y una longitud diversa. Por tanto, los polipéptidos quimicamente sintetizados comprenden una mezcla de
péptidos completamente diferentes con diversas razones de prolina/alanina, longitudes, y asi sucesivamente. Tal
como se menciona en lzuka, los polipéptidos quimicamente sintetizados de una mezcla de este tipo no forman (o
s6lo forman parcialmente) un enrollamiento al azar y, por consiguiente, no tienen ninguna de las propiedades
ventajosas de los polipéptidos biosintéticos proporcionados y descritos a continuacion en el presente documento.
Por consiguiente, la presente divulgaciéon comprende y se refiere a composiciones que comprenden los
polipéptidos/polimeros de enrollamiento al azar biosintéticos de la invencién tal como se da a conocer en el presente
documento, mediante lo cual dichos polipéptidos/polimeros de enrollamiento al azar biosintéticos se definen, entre
otras cosas, por su secuencia que comprende Unicamente residuos de prolina y alanina. La invencion se define por
las reivindicaciones adjuntas. La invencion se refiere a conjugados de farmaco que comprenden, como
constituyente, estos polipéptidos/polimeros de enrollamiento al azar dados a conocer en el presente documento.
Estos polipéptidos/polimeros de enrollamiento al azar biosintéticos de la invencién comprendidos en dichas
composiciones son, en una realizacion, de longitud uniforme.

Tal como se mencioné anteriormente, los polipéptidos de enrollamiento al azar biosintéticos (o segmentos de
polipéptido de enrollamiento al azar) de esta invencion que consisten Gnicamente en residuos de prolina y alanina
forman de manera inesperada una conformacion de enrollamiento al azar estable. El término “enrollamiento al azar”
tal como se usa en el presente documento se refiere de manera general a cualquier conformacién de una molécula
polimérica, incluyendo polimeros de aminoacidos/secuencias de aminoacidos/polipéptidos, en la que los elementos
monomeéricos individuales que forman dicha estructura polimérica estan orientados esencialmente al azar hacia los
elementos monoméricos adyacentes mientras que todavia estan quimicamente unidos a dichos elementos
monomeéricos adyacentes. En particular, un polipéptido, secuencia de aminoacidos o polimero de aminoacidos que
adopta/tiene/forma una “conformaciéon de enrollamiento al azar” carece sustancialmente de una estructura
secundaria y terciaria definida. En el contexto de los polipéptidos de la presente invencién, los elementos
monomeéricos que forman la estructura polimérica (es decir el polipéptido/secuencia de aminoacidos) son o bien
aminoacidos individuales tales como prolina y alanina en si mismos o bien tramos peptidicos tales como las
“repeticiones de aminoacidos”/“casetes de aminoacidos”/“repeticiones de casete”/“bloques estructurales”/“moédulos”
(o fragmentos de los mismos) que se describen y definen adicionalmente a continuacion.

La naturaleza de enrollamientos al azar de polipéptidos y sus métodos de identificacion experimental los conoce el
experto en la técnica y se han descrito en la bibliografia cientifica (Cantor (1980) Biophysical Chemistry, 22 ed., W.
H. Freeman and Company, Nueva York; Creighton (1993) Proteins — Structures and Molecular Properties, 22 ed., W.
H. Freeman and Company, Nueva York; Smith (1996) Fold Des 1:R95-R106). El término “segmento” tal como se usa
en el presente documento se refiere a una parte del polipéptido de enrollamiento al azar biosintético definido en el
presente documento, mediante el cual una parte de este tipo puede ser una parte interna del polipéptido de
enrollamiento al azar biosintético descrito en el presente documento. Un “segmento” de este tipo puede ser, por
ejemplo, un polipéptido de enrollamiento al azar biosintético tal como se define en el presente documento en el que
uno (o mas) aminoacidos se han delecionado, por ejemplo desde el comienzo y/o desde el final del polipéptido de la
invencion. Ademas, un “segmento” de este tipo puede usarse como, o formar parte de, una proteina o polipéptido
mas grande, por ejemplo, de una proteina de fusién con una proteina biolégicamente activa. Una “proteina de
fusion” de este tipo también sera un ejemplo de un polipéptido/proteina/constructo de polipéptido bioldgicamente
activo, heterodlogo, de la presente invencion. El término “heterdlogo” tal como se usa en el presente documento se
define a continuacion en el presente documento.

El polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento de enrollamiento al azar del mismo), tal como se proporciona en
la presente invencion y que va a emplearse en el contexto de esta invencion, adopta/forma una conformacion de
enrollamiento al azar, por ejemplo, en disolucion acuosa o en condiciones fisiolégicas. El término “condiciones
fisiolégicas” se conoce en la técnica y se refiere a las condiciones en las que las proteinas adoptan habitualmente su
conformacion plegada nativa. Mas especificamente, el término “condiciones fisioldgicas” se refiere a los parametros
biofisicos tal como son normalmente validos para formas de vida superiores y, particularmente, en mamiferos, lo
mas preferiblemente seres humanos. El término “condiciones fisiolégicas” puede referirse a los parametros
bioquimicos y biofisicos tal como se encuentran normalmente en el organismo (en particular en liquidos corporales)
de mamiferos y en particular en seres humanos. Dichas “condiciones fisiolégicas” pueden referirse a los parametros
correspondientes encontrados en el organismo sano asi como los parametros encontrados en estados patoldgicos o
en pacientes humanos. Por ejemplo, un paciente humano o mamifero enfermo puede tener una condicion de
temperatura superior, pero “fisiolégica” cuando dicho mamifero o dicho ser humano padece fiebre. Con respecto a
“condiciones fisiolégicas” en las que las proteinas adoptan su conformacién/estado nativo, los parametros mas
importantes son la temperatura (37°C para el cuerpo humano), pH (7,35 - 7,45 para la sangre humana), osmolaridad
(280 - 300 mmol/kg de H20), y, si es necesario, contenido en proteinas (66 - 85 g/l de suero). Sin embargo, el
experto en la técnica es consciente de que en condiciones fisiolégicas estos parametros pueden variar, por ejemplo
la temperatura, pH, osmolaridad y contenido en proteinas pueden ser diferentes en liquidos corporales o tisulares
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dados tales como sangre, liquido cefalorraquideo, liquido peritoneal y linfa (Klinke (2005) Physiologie, 52 ed., Georg
Thieme Verlag, Stuttgart). Por ejemplo, en el liquido cefalorraquideo la osmolaridad puede ser de aproximadamente
290 mmol/kg de H20 y la concentracion de proteinas puede ser de entre 0,15 g/l y 0,45 g/l, mientras que en la linfa el
pH puede ser de aproximadamente 7,4 y el contenido en proteinas puede ser de entre 3 g/l y 5 g/l. Cuando se
determina si un polipéptido (o segmento del mismo)/secuencia de aminoacidos forma/adopta una conformacion de
enrollamiento al azar en condiciones experimentales usando los métodos tal como se describe a continuacién en el
presente documento, los parametros biofisicos tales como temperatura, pH, osmolaridad y contenido en proteinas
pueden ser diferentes de las condiciones fisioldgicas normalmente encontradas in vivo. Temperaturas de entre 1°C y
42°C o preferiblemente de 4°C a 25°C pueden considerarse Utiles para someter a prueba y/o verificar las
propiedades biofisicas y la actividad biolégica de una proteina en condiciones fisioldgicas in vitro.

Se considera que varios tampones, en particular en entornos experimentales (por ejemplo en la determinacion de
estructuras de proteinas, en particular en mediciones de CD y otros métodos que permiten al experto en la técnica
determinar las propiedades estructurales de una proteina/tramo de aminoacidos) o en tampones, disolventes y/o
excipientes para composiciones farmacéuticas, representan “disoluciones fisioldgicas”/“condiciones fisiolégicas” in
vitro. Ejemplos de tales tampones son, por ejemplo, solucion salina tamponada con fosfato (PBS: NaCl 115 mM,
KH2PO4 4 mM, Na,HPO. 16 mM, pH 7,4), tampones Tris, tampones acetato, tampones citrato o tampones similares
tales como los usados en los ejemplos adjuntos. Generalmente, el pH de un tampdn que representa “condiciones de
disolucion fisiolégica” debe encontrarse en un intervalo de desde 6,5 hasta 8,5, preferiblemente en un intervalo de
desde 7,0 hasta 8,0, lo mas preferiblemente en un intervalo de desde 7,2 hasta 7,7 y la osmolaridad debe
encontrarse en un intervalo de desde 10 hasta 1000 mmol/kg de H>O, mas preferiblemente en un intervalo de desde
50 hasta 500 mmol/kg de H20 y lo mas preferiblemente en un intervalo de desde 200 hasta 350 mmol/kg de H,O.
Opcionalmente, el contenido en proteinas de un tampdn que representa condiciones de disolucion fisioldgica puede
encontrarse en un intervalo de desde 0 hasta 100 g/l, despreciando la propia proteina con actividad bioldgica,
mediante lo cual pueden usarse proteinas estabilizantes tipicas, por ejemplo albumina sérica humana o bovina.

En el presente documento se ha encontrado que los polipéptidos (o segmentos de los mismos) no sélo forman una
conformacion de enrollamiento al azar en condiciones fisioldgicas sino, mas generalmente, en disolucidon acuosa. El
término “disolucién acuosa” se conoce bien en la técnica. Una “disoluciéon acuosa” puede ser una disolucién con un
contenido en agua (H20) de al menos aproximadamente el 20%, de al menos aproximadamente el 30%, de al
menos aproximadamente el 40%, de al menos aproximadamente el 50%, de al menos aproximadamente el 60%, de
al menos aproximadamente el 70%, de al menos aproximadamente el 80% o de al menos aproximadamente el 90%
de H2O (peso/peso). Por consiguiente, el polipéptido (o segmento del mismo) de la presente invencion puede formar
una conformacién de enrollamiento al azar en disoluciéon acuosa, que contiene posiblemente otros disolventes
miscibles, o en dispersiones acuosas con un intervalo mas amplio de temperaturas, valores de pH, osmolaridades o
contenido en proteinas. Esto es particularmente relevante para aplicaciones del polipéptido de enrollamiento al azar
(o segmento del mismo) fuera de la terapia médica o diagndstico in vivo, por ejemplo en cosmética, nutricion o
tecnologia de los alimentos.

Por consiguiente, también se prevé en el contexto de esta invencion que la conformacion de enrollamiento al azar
del polipéptido biosintético de prolina/alanina (o segmento del mismo) de la presente invencion se mantiene y/o se
usa en el contexto de composiciones farmacéuticas, tales como productos farmacéuticos/bioldgicos liquidos o
composiciones farmacéuticas liofilizadas. Esto es particularmente importante en el contexto de los conjugados de
farmaco proporcionados en el presente documento que comprenden, entre otras cosas, el polipéptido de
enrollamiento al azar (o segmento de polipéptido) de la invencion. Preferiblemente, las “condiciones fisiolégicas” van
a usarse en sistemas de tampodn, disolventes y/o excipientes correspondientes. Sin embargo, por ejemplo en
composiciones liofilizadas o secadas (tales como, por ejemplo, composiciones farmacéuticas/productos bioldgicos),
se prevé que la conformacion de enrollamiento al azar del polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento de
polipéptido) proporcionado en el presente documento temporalmente no esta presente y/o no puede detectarse. Sin
embargo, dicho polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento de polipéptido) adoptara/formara de nuevo su
enrollamiento al azar tras la reconstitucion en tampones/disoluciones/excipientes/disolventes correspondientes o tras
la administracion al organismo. En la técnica se conocen métodos para determinar si un polipéptido (o segmento del
mismo) forma/adopta una conformacion de enrollamiento al azar (Cantor (1980), citado anteriormente; Creighton
(1993), citado anteriormente; Smith (1996), citado anteriormente). Tales métodos incluyen espectroscopia de
dicroismo circular (CD) tal como se muestra a modo de ejemplo a continuacion en el presente documento. La
espectroscopia de CD representa un método de espectroscopia de absorcion de luz en el que se mide la diferencia
en la absorbancia de luz polarizada de manera circular a la derecha y a la izquierda por una sustancia. La estructura
secundaria de una proteina puede determinarse mediante espectroscopia de CD usando espectros en el ultravioleta
lejano con una longitud de onda de entre aproximadamente 190 y 250 nm. A estas longitudes de onda, pueden
analizarse las diferentes estructuras secundarias encontradas habitualmente en polipéptidos, dado que las
conformaciones de hélices a, de laminas B paralelas y antiparalelas, y de enrollamiento al azar dan cada una lugar a
una forma y magnitud caracteristicas del espectro de CD. Por consiguiente, usando espectrometria de CD el experto
en la técnica puede determinar facilmente si el polipéptido (o segmento del mismo) forma/adopta una conformacion
de enrollamiento al azar en disolucion acuosa o en condiciones fisiolégicas. Otros métodos biofisicos establecidos
incluyen espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN), espectrometria de absorcion, espectroscopia de
infrarrojos y de Raman, medicion del volumen hidrodinamico mediante cromatografia de exclusion molecular,
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ultracentrifugacion analitica o dispersion de la luz dinamica/estatica asi como mediciones del coeficiente de friccion o
la viscosidad intrinseca (Cantor (1980), citado anteriormente; Creighton (1993), citado anteriormente; Smith (1996),
citado anteriormente).

Ademas de los métodos experimentales anteriores, se han descrito métodos tedricos para la prediccion de
estructuras secundarias en proteinas. Un ejemplo de un método tedrico de este tipo es el método de Chou-Fasman
(Chou y Fasman, citado anteriormente) que se basa en un analisis de las frecuencias relativas de cada aminoacido
en hélices a, laminas B y giros basandose en estructuras de proteina conocidas resueltas, por ejemplo, con
cristalografia de rayos X. Sin embargo, se sabe que la prediccion tedrica de la estructura secundaria de proteinas no
es fiable. Tal como se muestra a modo de ejemplo a continuacion en el presente documento, se encontré que
secuencias de aminoacidos que se esperaba que adoptasen una estructura secundaria en hélices o segun el
método de Chou-Fasman formaban un enrollamiento al azar. Por consiguiente, métodos tedricos tales como el
algoritmo de Chou-Fasman pueden tener tan sélo un valor predictivo limitado de si un polipéptido dado adopta una
conformacioén de enrollamiento al azar, tal como también se ilustra en los ejemplos y figuras adjuntos. No obstante,
la prediccién tedrica descrita anteriormente es con frecuencia el primer enfoque en la evaluacion de una supuesta
estructura secundaria de un polipéptido/secuencia de aminoacidos dado. Una prediccion tedrica de una estructura
de enrollamiento al azar también indica con frecuencia que puede merecer la pena verificar mediante los medios
experimentales anteriores si un polipéptido/secuencia de aminoacidos dado tiene de hecho una conformacion de
enrollamiento al azar.

Los homopolimeros de la mayoria de los aminoacidos, en particular los aminoacidos hidréfobos, son habitualmente
insolubles en disoluciéon acuosa (Bamford (1956) Synthetic Polypeptides - Preparation, Structure, and Properties, 22
ed., Academic Press, Nueva York). Se sabe que los homopolimeros de varios aminoacidos hidréfilos forman
estructuras secundarias, por ejemplo hélices a en el caso de Ala (Shental-Bechor (2005) Biophys J 88:2391-2402) y
laminas B en el caso de Ser (Quadrifoglio (1968) J Am Chem Soc 90:2760-2765), mientras que poliprolina, el
homooligopéptido mas rigido (Schimmel (1967) Proc Natl Acad Sci USA 58:52-59), forma una hélice trans de tipo Il
en disolucion acuosa (Cowan (1955) Nature 176:501-503).

Usando los principios tedricos de biofisica de polimeros, el diametro de enrollamiento al azar de una cadena de
200 residuos de aminoéacido ascendera en el caso de poliglicina, por ejemplo, hasta cerca de 75 A (calculado como

r2> =1-/n-C

media cuadratica promedio de la distancia de extremo a extremo de < 0 =’ con n = 200 enlaces
rotatorios de longitud | = 3,8 A para cada distancia Ca-Ca y la “razén caracteristica” C.. = 2,0 para poli(Gly) (Brant
(1967) J Mol Biol 23:47-65; Creighton, (1993), citado anteriormente)). Esta relacion muestra que el experto en la
técnica esperara que el volumen hidrodinamico de un polimero de aminoacidos de cadena al azar pueda extenderse
o bien (a) usando una longitud de cadena | mas larga o bien (b) usando aminoacidos que muestran una razén
caracteristica, C~, mayor. C. es una medida de la rigidez inherente de la cadena al azar molecular y tiene un valor
general de 9 para la mayoria de los aminoacidos (Brant (1967), citado anteriormente). Sélo Gly, que carece de una
cadena lateral, y también el iminoacido Pro, muestran valores significativamente menores. Por tanto, se espera que
Gly y Pro (en condiciones desnaturalizantes) contribuyan a reducir las dimensiones de proteinas de enrollamiento al
azar (Miller (1968) Biochemistry 7:3925-3935). Por consiguiente, se espera que secuencias de aminoacidos que
comprenden residuos de prolina tengan un volumen hidrodinamico relativamente compacto. Sin embargo, a
diferencia de estas ensefianzas, en el presente documento se muestra que el volumen hidrodinamico de los
polimeros de aminoacidos/polipéptidos de la invencidon que comprenden una mezcla de residuos de prolina y alanina
tienen un volumen hidrodinamico drasticamente aumentado tal como se determina mediante permeacién en gel
analitica/cromatografia de exclusién molecular en comparacion con el volumen hidrodinamico esperado. De hecho,
resulta sorprendente que polipéptidos que comprenden mezclas de estos dos aminoacidos (prolina y alanina), de los
que cada uno por si solo tiende a formar un homooligopéptido con estructura secundaria definida, adopten una
conformaciéon de enrollamiento al azar en condiciones fisiolégicas. Tales polipéptidos de prolina/alanina de la
invencion tienen un radio hidrodinamico mayor que homopolimeros que comprenden el mismo ndmero de residuos
de Gly, por ejemplo, y confieren mejor solubilidad a las proteinas biolégicamente activas o constructos, es decir
proteinas heterdlogas bioldgicamente activas o conjugados de farmaco, segun la invencion.

Tal como se mencion6 anteriormente, los polipéptidos de prolina/alanina de enrollamiento al azar biosintéticos de la
presente invencion difieren de polipéptidos quimicamente sintetizados en que pueden adoptar una longitud uniforme
definida mediante medios y métodos faciles. Mientras que la técnica anterior proporciona mezclas/composiciones de
polipéptidos con enormes variaciones en cuanto a la longitud de los péptidos, la presente invencién puede
proporcionar mezclas/composiciones de polipéptidos de enrollamiento al azar biosintéticos con una longitud definida.
De manera preferible, esencialmente todos los polipéptidos de la invencién comprendidos en una
mezcla/composicion de este tipo tienen la misma longitud definida y, por tanto, comparten las mismas caracteristicas
bioquimicas. Una composicion uniforme de este tipo es mas ventajosa en las diversas aplicaciones médicas,
cosmeéticas, nutricionales, en las que pueden emplearse los polipéptidos de enrollamiento al azar biosintéticos.
Ademas, en particular en un contexto médico o farmacéutico, el polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o
segmento de polipéptido definido en el presente documento que comprende una secuencia de aminoacidos que
consiste en al menos aproximadamente 50, en particular en al menos aproximadamente 100, en particular en al
menos aproximadamente 150, en particular en al menos aproximadamente 200, en particular en al menos
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aproximadamente 250, en particular en al menos aproximadamente 300, en particular en al menos
aproximadamente 350, en particular en al menos aproximadamente 400 residuos de aminoacido de prolina y alanina
también puede usarse en la prevencion, mejora y/o tratamiento de trastornos asociados y/o afiliados con una
situacion de plasma sanguineo alterada, por ejemplo tras lesiones, quemaduras, cirugia y similares. Por
consiguiente, un uso meédico de dichos polipéptidos de enrollamiento al azar biosintéticos o segmentos de
polipéptido es el uso como expansor del plasma. Sin embargo, debe observarse que segun esta invencion los
conjugados de farmaco descritos en el presente documento, tales como polipéptidos heterélogos o constructos de
polipéptido heterdlogo, también pueden emplearse en el contexto de la intervencion médica o farmacéutica de un
trastorno relacionado con una cantidad de plasma sanguineo alterada o contenido en plasma sanguineo o de un
trastorno relacionado con un volumen de sangre alterado.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere en una realizacion a un polipéptido al azar biosintético (o
segmento del mismo) que comprende una secuencia de aminoacidos que consiste Unicamente en al menos
aproximadamente 50 residuos de aminoacido de prolina y alanina, en al menos aproximadamente 100 residuos de
aminoacido de prolina y alanina, en al menos aproximadamente 150 residuos de aminoacido de prolina y alanina o
en al menos aproximadamente 200 residuos de prolina y alanina cuando esta comprendido en un conjugado de
farmaco, tal como una proteina heteréloga/polipéptido/constructo de polipéptido. La presente invencion también se
refiere a polipéptidos de enrollamiento al azar biosintéticos que comprenden una secuencia de aminoacidos que
consiste Unicamente en al menos aproximadamente 200 residuos de aminoacido de prolina y alanina, incluso mas
preferiblemente en al menos aproximadamente 300 residuos de aminoacido de prolina y alanina, de manera
particularmente preferible en al menos aproximadamente 400 residuos de aminoacido de prolina y alanina, de
manera mas particularmente preferible en al menos aproximadamente 500 residuos de aminoacido de prolina y
alanina y lo mas preferiblemente en al menos aproximadamente 600 residuos de aminoacido de prolina y alanina
que van a usarse en el presente documento. La secuencia de aminoacidos que forma una conformacién de
enrollamiento al azar puede consistir como maximo en aproximadamente 3000 residuos de aminoacido de prolina y
alanina, como maximo en aproximadamente 2000 residuos de aminoacido de prolina y alanina, como maximo en
aproximadamente 1500 residuos de aminoacido de prolina y alanina, como maximo en aproximadamente 1200
residuos de aminoacido de prolina y alanina, como maximo en aproximadamente 800 residuos de aminoacido de
prolina y alanina. Por consiguiente, el tramo de secuencia de aminoacidos de prolina/alanina puede consistir en
aproximadamente 50, en aproximadamente 100, en aproximadamente 150, en aproximadamente 200, en
aproximadamente 250, en aproximadamente 300, en aproximadamente 350, en aproximadamente 400, en
aproximadamente 500, en aproximadamente 600, en aproximadamente 700, en aproximadamente 800, en de
aproximadamente 900 a aproximadamente 3000 residuos de aminoacido de prolina y alanina. En determinadas
realizaciones, la secuencia de aminoacidos biosintética de la invencién que va a usarse en el presente documento
comprende de aproximadamente 200 a aproximadamente 3000 residuos de prolina y alanina, de aproximadamente
200 a aproximadamente 2500 residuos de prolina y alanina, de aproximadamente 200 a aproximadamente 2000
residuos de prolina y alanina, de aproximadamente 200 a aproximadamente 1500 residuos de prolina y alanina, de
aproximadamente 200 a aproximadamente 1000 residuos de prolina y alanina, de aproximadamente 300 a
aproximadamente 3000 residuos de prolina y alanina, de aproximadamente 300 a aproximadamente 2500 residuos
de prolina y alanina, de aproximadamente 300 a aproximadamente 2000 residuos de prolina y alanina, de
aproximadamente 300 a aproximadamente 1500 residuos de prolina y alanina, de aproximadamente 300 a
aproximadamente 1000 residuos de prolina y alanina, de aproximadamente 400 a aproximadamente 3000 residuos
de prolina y alanina, de aproximadamente 400 a aproximadamente 2500 residuos de prolina y alanina, de
aproximadamente 400 a aproximadamente 2000 residuos de prolina y alanina, de aproximadamente 400 a
aproximadamente 1500 residuos de prolina y alanina, de aproximadamente 400 a aproximadamente 1000 residuos
de prolina y alanina, de aproximadamente 500 a aproximadamente 3000 residuos de prolina y alanina, de
aproximadamente 500 a aproximadamente 2500 residuos de prolina y alanina, de aproximadamente 500 a
aproximadamente 2000 residuos de prolina y alanina, de aproximadamente 500 a aproximadamente 1500 residuos
de prolina y alanina, de aproximadamente 500 a aproximadamente 1000 residuos de prolina y alanina, de
aproximadamente 600 a aproximadamente 3000 residuos de prolina y alanina, de aproximadamente 600 a
aproximadamente 2500 residuos de prolina y alanina, de aproximadamente 600 a aproximadamente 2000 residuos
de prolina y alanina, de aproximadamente 600 a aproximadamente 1500 residuos de prolina y alanina, de
aproximadamente 600 a aproximadamente 1000 residuos de prolina y alanina, de aproximadamente 700 a
aproximadamente 3000 residuos de prolina y alanina, de aproximadamente 700 a aproximadamente 2500 residuos
de prolina y alanina, de aproximadamente 700 a aproximadamente 2000 residuos de prolina y alanina, de
aproximadamente 700 a aproximadamente 1500 residuos de prolina y alanina, de aproximadamente 700 a
aproximadamente 1000 residuos de prolina y alanina, de aproximadamente 800 a aproximadamente 3000 residuos
de prolina y alanina, de aproximadamente 800 a aproximadamente 2500 residuos de prolina y alanina, de
aproximadamente 800 a aproximadamente 2000 residuos de prolina y alanina, de aproximadamente 800 a
aproximadamente 1500 residuos de prolina y alanina, de aproximadamente 800 a aproximadamente 1000 residuos
de prolina y alanina. Tal como resulta evidente a partir del contenido de esta invencion, secuencias de aminoacidos
biosintéticas mas grandes (que consisten esencialmente en prolina y alanina) también estan dentro del alcance de
esta invencion y pueden emplearse facilmente en las proteinas biolégicamente activas o constructos de proteina
definidos en el presente documento que comprenden como un dominio de al menos dos dominios una secuencia de
aminoacidos que tiene y/o que media en dicha actividad biolégica y como otro dominio de al menos dos dominios el
polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o segmento de polipéptido que consiste en al menos
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aproximadamente 50 residuos de aminoacido de prolina y alanina, en al menos aproximadamente 100 residuos de
aminoacido de prolina y alanina, en al menos aproximadamente 150 residuos de aminoacido de prolina y alanina, en
al menos aproximadamente 200, en al menos aproximadamente 250, en al menos aproximadamente 300, en al
menos aproximadamente 350, en al menos aproximadamente 400 residuos de aminoacido de prolina y alanina. Un
polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o segmento de polipéptido de este tipo corresponde a la parte de
enrollamiento al azar biosintética de una proteina heteréloga/constructo de proteina. Estos tramos de prolina/alanina
biosintéticos consisten como maximo en aproximadamente 3000 residuos de aminoacido de prolina y alanina. Estas
secuencias de aminoacidos (tramos de prolina/alanina) comprenden prolina y alanina como residuos principales o
Unicos tal como se explica adicionalmente a continuacion.

Se prevé que es la secuencia de aminoacidos biosintética definida en el presente documento que consiste
Unicamente en residuos de aminoacido de prolina (P) y alanina (A) la que forma/adopta/tiene una conformacion de
enrollamiento al azar. En el caso mas sencillo, el polipéptido biosintético o segmento de polipéptido consiste en la
secuencia de aminoacidos que tiene una conformacion de enrollamiento al azar tal como se define en el presente
documento. Sin embargo, el polipéptido biosintético (0 segmento del mismo) puede comprender, ademas de la
secuencia de aminoacidos descrita en el presente documento que forma/adopta/tiene una conformaciéon de
enrollamiento al azar, secuencias de aminoacidos/residuos de aminoacido adicionales que no contribuyen a la
formacion de la conformacion de enrollamiento al azar o que no pueden formar/adoptar/tener una conformacion de
enrollamiento al azar por si solos. Sin apartarse de la esencia de la invencion, tales polipéptidos biosintéticos (o
segmentos de los mismos) también son polipéptidos de “enrollamiento al azar” biosintéticos o segmentos de
polipéptido. Las secuencias de aminoacidos/residuos de aminoacido adicionales pueden ser utiles, por ejemplo,
como grupos de union. Entre otras cosas, también se prevén dimeros, trimeros, es decir multimeros en general del
polipéptido de enrollamiento al azar biosintético, en el contexto de la presente invencion y tales multimeros pueden
unirse mediante secuencias de aminoacidos/residuos que no forman una conformacioén de enrollamiento al azar. Un
ejemplo de una proteina que puede comprender un polipéptido de enrollamiento al azar de este tipo es la proteina
biolégicamente activa proporcionada en el presente documento, que puede comprender adicionalmente, ademas del
polipéptido de enrollamiento al azar que consiste en residuos de aminoacido de prolina y alanina tal como se define
en el presente documento, otro polipéptido que tiene/media en una actividad biolégica. De nuevo, un constructo de
este tipo puede ser un constructo de polipéptido o proteina heterélogo biolégicamente activo tal como se describe en
el presente documento.

El término “al menos aproximadamente 50/100/150/200/300/400/500/600/700/800/etc. residuos de aminoacido” no
esta limitado al numero especifico de residuos de aminoacido sino que comprende tramos de aminoacidos que
comprenden o bien aproximadamente el 1-20%, tal como del 10% al 20% mas residuos o bien aproximadamente el
1-20%, tal como aproximadamente del 10% al 20% menos residuos. Por ejemplo “al menos aproximadamente 100
residuos de aminoacido” también puede comprender aproximadamente de 80 a 100 y aproximadamente de 100 a
120 residuos de aminoacido sin apartarse de la esencia de la presente invencién. Por ejemplo “al menos
aproximadamente 200 residuos de aminoacido” también puede comprender aproximadamente de 160 a 200 y
aproximadamente de 200 a 240 residuos de aminoacido sin apartarse de la esencia de esta invencion. La definicion
y explicaciones facilitadas anteriormente en el presente documento también se aplican, cambiando lo que sea
necesario, al término “como maximo aproximadamente 3000/2000/1500/1200/800 residuos de aminoacido” etc. Por
consiguiente, el término “aproximadamente” no se limita o restringe al nimero especifico de residuos de aminoacido
en el contexto de secuencias de aminoacidos mas largas (por ejemplo secuencias de aminoacidos que comprenden
o consisten como maximo en 3000 residuos de aminoacido). Por tanto, el término “como maximo aproximadamente
3000/2000/1500/1200/800 residuos de aminoacido” también puede comprender tramos de aminoacidos que
comprenden del 10% al 20% mas o del 10% al 20% menos residuos sin apartarse de esta invencion.

Ademas, los polipéptidos de enrollamiento al azar biosintéticos (o segmentos de los mismos) se caracterizan por un
contenido definido o razén de residuos de aminoacido, en particular de los constituyentes principales prolina y
alanina. Tal como se menciond anteriormente, la presente invencion se refiere a un polipéptido de enrollamiento al
azar biosintético o segmento de polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que consiste Unicamente
en residuos de aminoacido de prolina y alanina, en el que dicha secuencia de aminoacidos consiste en al menos
aproximadamente 50, en al menos aproximadamente 100, en al menos aproximadamente 150, en al menos
aproximadamente 200 en al menos aproximadamente 250, en al menos aproximadamente 300, en al menos
aproximadamente 350, en al menos aproximadamente 400 residuos de aminoacido de prolina (Pro) y alanina (Ala)
en particular cuando esta comprendida en una proteina biolégicamente activa heterdloga/constructo de
proteina/polipéptido o conjugado de farmaco.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere en una realizacion a un polipéptido de enrollamiento al azar
biosintético (o segmento del mismo) mediante el cual la secuencia de aminoacidos consiste principalmente en
prolina y alanina, y en el que los residuos de prolina constituyen mas de aproximadamente el 10% y menos del 75%
de la secuencia de aminoacidos. Los residuos de alanina comprenden el al menos del 25% al 90% restante de dicha
secuencia de aminoacidos (o el polipéptido de enrollamiento al azar o segmento de polipéptido si consiste en la
secuencia de aminoacidos).

Preferiblemente, la secuencia de aminoacidos comprende mas de aproximadamente el 10%, preferiblemente mas
de aproximadamente el 12%, incluso mas preferiblemente mas de aproximadamente el 14%, de manera
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particularmente preferible mas de aproximadamente el 18%, de manera mas particularmente preferible mas de
aproximadamente el 20%, de manera incluso mas particularmente preferible mas de aproximadamente el 22%, el
23% o el 24% y lo mas preferiblemente mas de aproximadamente el 25% de residuos de prolina. La secuencia de
aminoacidos comprende preferiblemente menos de aproximadamente el 75%, mas preferiblemente menos del 70%,
el 65%, el 60%, el 55% o el 50% de residuos de prolina, en la que se prefieren los valores inferiores. Incluso mas
preferiblemente, la secuencia de aminoacidos comprende menos de aproximadamente el 48%, el 46%, el 44%, el
42% de residuos de prolina. Se prefieren particularmente secuencias de aminoacidos que comprenden menos de
aproximadamente el 41%, el 40%, el 39% el 38%, el 37% o el 36% de residuos de prolina, mediante lo cual se
prefieren los valores inferiores. Lo mas preferiblemente, la secuencia de aminoacidos comprende menos de
aproximadamente el 35% de residuos de prolina; véase también los constructos de PA proporcionados a
continuacioén en el presente documento.

A la inversa, la secuencia de aminoacidos comprende preferiblemente menos de aproximadamente el 90%, mas
preferiblemente menos del 88%, el 86%, el 84%, el 82% o el 80% de residuos de alanina, en la que se prefieren los
valores inferiores. Incluso mas preferiblemente, la secuencia de aminoacidos comprende menos de
aproximadamente el 79%, el 78%, el 77%, el 76% de residuos de alanina, mediante la cual se prefieren los valores
inferiores. Lo mas preferiblemente, la secuencia de aminoacidos comprende menos de aproximadamente el 75% de
residuos de alanina.

También se prefiere en el presente documento una secuencia de aminodcidos que comprende mas de
aproximadamente el 25%, preferiblemente mas de aproximadamente el 30%, incluso mas preferiblemente mas de
aproximadamente el 35%, de manera particularmente preferible mas de aproximadamente el 40%, de manera mas
particularmente preferible mas de aproximadamente el 45% o el 50%, de manera incluso mas particularmente
preferible mas de aproximadamente el 52%, el 54%, el 56%, el 58% o el 59% de residuos de alanina, en la que se
prefieren los valores superiores. Incluso mas preferiblemente, la secuencia de aminoacidos comprende mas de
aproximadamente el 60%, el 61%, el 62%, el 63% o el 64% de residuos de alanina y lo mas preferiblemente mas de
aproximadamente el 65% de residuos de alanina.

Por consiguiente, el polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo) puede comprender una secuencia
de aminoacidos que consiste en aproximadamente el 25% de residuos de prolina, y aproximadamente el 75% de
residuos de alanina. Alternativamente, el polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo) puede
comprender una secuencia de aminoacidos que consiste en aproximadamente el 35% de residuos de prolina y
aproximadamente el 65% de residuos de alanina. El término “aproximadamente el X%” tal como se usoé
anteriormente en el presente documento no esta limitado al numero especifico del porcentaje, sino que también
comprende valores del 10% al 20% mas o del 10% al 20% menos residuos. Por ejemplo, el término el 10% también
puede referirse al 11% o al 12% y al 9% y al 8%, respectivamente.

Segun la invencioén, un polipéptido de enrollamiento al azar biosintético (o segmento del mismo)/la secuencia de
aminoacidos consiste exclusivamente en residuos de aminoacido de prolina y alanina, es decir, no hay ningun otro
residuo de aminoacido presente en el polipéptido de enrollamiento al azar o en la secuencia de aminoacidos.

Mientras que lo anterior se refiere a la longitud y contenido en prolina/alanina globales de la secuencia de
aminoacidos comprendida en el polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo), lo siguiente se refiere
en mas detalle a las secuencias de aminoacidos a modo de ejemplo especificas (o fragmentos de las mismas).

En una realizacion, las secuencias de aminoacidos/polipéptidos que adoptan una conformacién de enrollamiento al
azar (el polipéptido de enrollamiento al azar o segmento del mismo tal como se define en el presente documento),
por ejemplo, en disolucién acuosa o en condiciones fisiologicas, pueden comprender una pluralidad de “repeticiones
de aminoacidos’/“casetes de aminoacidos’/“repeticiones de casete”, en las que dichas “repeticiones de
aminoacidos”/“casetes de aminoacidos”/“repeticiones de casete’/“bloque estructural’/“moédulos” (estos términos se
usan en el presente documento de manera intercambiable) consisten exclusivamente en residuos de aminoacido de
prolina (Pro, P) y alanina (Ala, A) (representados en el presente documento como “PA” o como “AP”), en las que no
mas de 6 residuos de aminoacido consecutivos son idénticos. Un “bloque estructural” ilustrativo es, por ejemplo,
“AP” y esto también se ha proporcionado en los ejemplos ilustrativos adjuntos como dominio de enrollamiento al azar
biosintético funcional de la presente invencion. Este ejemplo ilustrativo es la secuencia “P1A1” tal como también se
proporciona en forma de APAPAPAPAPAPAPAPAPAP (SEQ ID NO: 51), es decir, una ‘“repeticion de
aminoacidos”/“aminoacido casete”/“repeticion de casete” de “poli-PA”. En una realizacién preferida, la secuencia de
aminoacidos/polipéptido que comprende las “repeticiones de aminoacidos”/“casetes de aminoacidos”/“repeticiones
de casete” definidas anteriormente y similares no comprende mas de 5 residuos de aminoacido consecutivos
idénticos. A continuacion en el presente documento se proporcionan otras realizaciones alternativas en el contexto
de bloques estructurales individuales mostrados a modo de ejemplo.

Dentro de un polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo) segun esta invencion, las repeticiones de
aminoacidos pueden ser idénticas o no idénticas. A continuacion en el presente documento se proporcionan
ejemplos no limitativos de “repeticiones de aminoacidos”, “bloques estructurales”, “moédulos”, “repeticiones”, “casetes
de aminoacidos”, etc., que consisten en residuos de prolina y alanina; véanse, por ejemplo SEQ ID NO: 1, SEQ ID

NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 y SEQ ID NO: 51 (la lista de secuencias adjunta
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también comprende secuencias de acido nucleico ilustrativas que codifican para tales “repeticiones”/“médulos”, etc.
Las secuencias adjuntas en dicha lista de secuencias tal como se presenta con el presente documento constituyen
parte de esta memoria descriptiva y descripcion). En el presente documento también se prevé el uso de fragmentos
(idénticos y/o no idénticos) de estas secuencias, mediante lo cual un “fragmento” comprende al menos 2
aminoacidos y comprende al menos una prolina y/o alanina, preferiblemente al menos una prolina y una alanina. Los
“fragmentos” de estas secuencias que van a emplearse segun esta invencion para la generacion del polipéptido de
enrollamiento al azar (o segmento del mismo) pueden consistir en al menos 3, preferiblemente en al menos 4, mas
preferiblemente en al menos 5, incluso mas preferiblemente en al menos 6, todavia mas preferiblemente en al
menos 8, de manera particularmente preferible en al menos 10, de manera mas particularmente preferible en al
menos 12, de manera incluso mas particularmente preferible en al menos 14, de manera todavia mas
particularmente preferible en al menos 16, y lo mas preferiblemente en al menos 18 aminoacidos consecutivos de la
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en dichas SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 51 (debe
observarse en este caso que SEQ ID NO: 51 consiste en una repeticion de “AP” o “PA” ilustrativa).

Basandose en las ensefianzas facilitadas en el presente documento, el experto en la técnica esta facilmente en una
posicion para generar secuencias de aminoacidos/polipéptidos adicionales que forman una conformacion de
enrollamiento al azar, por ejemplo en condiciones acuosas o fisioldgicas y que estan constituidas principalmente por
prolina y alanina tal como se define en el presente documento. Ejemplos adicionales de secuencias de
aminoacidos/polipéptidos que forman una conformacion de enrollamiento al azar que van a usarse como bloques
estructurales o modulos del polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo) definido en el presente
documento pueden comprender, entre otras cosas, combinaciones y/o fragmentos o versiones permutadas de
manera circular de los “bloques estructurales”, “casetes de polimeros” o “repeticiones de polimeros” especificos
mostrados anteriormente. Por consiguiente, los médulos/unidades de secuencia/repeticiones de polimeros/casetes
de polimeros mostrados a modo de ejemplo del polipéptido de enrollamiento al azar/secuencia de aminoacidos
también pueden proporcionar fragmentos individuales que pueden combinarse de una manera nueva para formar
moddulos/unidades de secuencia/repeticiones de polimeros/casetes de polimeros adicionales segun esta invencion.

” o« » o«

Los términos “madulo(s)’, “unidad(es) de secuencia”, “repeticion/repeticiones de polimeros”, “casete(s) de polimeros”
y “bloque(s) estructural(es)’” se usan como sinénimos en el presente documento y se refieren a tramos de
aminoacidos individuales que pueden usarse para formar el polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del
mismo)/secuencia de aminoacidos definido en el presente documento.

Una repeticion de aminoacidos (usada como “bloque estructural”, etc., de un polipéptido de enrollamiento al azar
biosintético de la presente invencién) puede consistir en al menos 3, 4, 5, 6,7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 o mas residuos de aminoacido, en la que cada repeticion
comprende un(os) residuo(s) de prolina y alanina. Sin embargo, tal como se ilustra en la SEQ ID NO: 51 adjunta,
dicho “bloque estructural” también puede consistir simplemente en los 2 residuos de aminoacido P y A
proporcionados en el presente documento, concretamente en forma de “PA” o “AP”. En una realizacién, la repeticion
de aminoacidos segun la presente invencion no comprende mas de 50 residuos de aminoacido. Sin embargo,
resulta evidente para el experto en la técnica que una “repeticion” de este tipo puede comprender incluso mas de 50
residuos de aminoacido, por ejemplo, en casos en los que dicho polipéptido/polimero de enrollamiento al azar
biosintético de la invencién comprende mas de aproximadamente, por ejemplo, 100 aminoacidos, mas de
aproximadamente 150 aminoacidos, mas de aproximadamente 200 aminoacidos, etc. Por consiguiente, la cantidad
maxima de residuos de aminoacido comprendidos en una “repeticion” de este tipo esta condicionada por la longitud
global del polipéptido biosintético (o segmento del mismo)/polimero tal como se proporciona en el presente
documento.

Sin embargo, debe observarse que los polipéptidos de enrollamiento al azar biosintéticos/secuencias de
aminoacidos que comprenden las repeticiones, etc., anteriores deben tener preferiblemente la longitud y/o contenido
en prolina/alanina globales tal como se definié y explicod anteriormente en el presente documento, es decir, consistir
en aproximadamente 50, en aproximadamente 100, en aproximadamente 150, en aproximadamente 200, en
aproximadamente 250, en aproximadamente 300, en aproximadamente 350, en de aproximadamente 400 a
aproximadamente 3000 aminoacidos y/o comprender mas de aproximadamente el 10% y menos de
aproximadamente el 75% de residuos de prolina. Todas las definiciones facilitadas anteriormente en el presente
documento en este contexto también se aplican aqui, cambiando lo que sea necesario.

Tal como se comenta en detalle en el presente documento y tal como se proporcioné anteriormente en el presente
documento, la presente invencién proporciona una(s) proteina(s) heteréloga(s) biolégicamente activa(s) o un(os)
constructo(s) de proteina que es/son particularmente Utiles en un entorno farmacéutico, médico y/o medicinal. Estas
proteinas heterdlogas biolégicamente activas/constructos de proteina comprenden como al menos un dominio de
dichos al menos dos dominios el polipéptido de enrollamiento al azar o segmento de polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos que consiste unicamente en residuos de prolina y alanina, en las que dicha secuencia de
aminoacidos consiste en aproximadamente 50, en aproximadamente 100, en aproximadamente 150, en
aproximadamente 200, en aproximadamente 250, en aproximadamente 300, en aproximadamente 350, en de
aproximadamente 400 a aproximadamente 3000 residuos de prolina (Pro) y alanina (Ala).

En el contexto de las proteinas heterdlogas bioldgicamente activas, polipéptidos o constructos de proteina tal como
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se da a conocer en el presente documento, el término “heterdlogo” se refiere a al menos dos dominios dentro de
dichas proteinas, polipéptidos o constructos de proteina en las que un primero de dichos al menos dos dominios
confiere, tiene y/o media en una actividad biolégica definida y en las que un segundo de dichos al menos dos
dominios comprende el polipéptido de enrollamiento al azar biosintético que consiste Unicamente en residuos de
aminoacido de prolina y alanina y mediante lo cual dichos al menos dos dominios no se encuentran operativamente
unidos entre si en la naturaleza o no se codifican mediante una Unica secuencia de acido nucleico codificante (tal
como un marco de lectura abierto) que existe en la naturaleza. El polipéptido de enrollamiento al azar
biosintético/segmento de polipéptido que consiste Unicamente en residuos de aminoacido de prolina y alanina tal
como se proporciona en el presente documento y tal como se emplea en las proteinas heterdélogas biolégicamente
activas/constructos de proteina de esta invencion preferiblemente no estan (quimicamente) modificados de manera
adicional, por ejemplo preferiblemente no estan glicosilados ni hidroxilados.

Debe observarse que determinadas proteinas que se producen de manera natural o proteinas hipotéticas tal como
se deducen a partir de tramos de secuencias de acido nucleico encontradas en la naturaleza se describen como que
comprenden un contenido relativamente alto (es decir, por encima de la media) de prolina y alanina. Por ejemplo, se
ha descrito una proteina hipotética homdloga para la cepa Friedlin de Leishmania major (lvens (2005) Science 309,
436-442.). El marco de lectura dado a conocer que comprende 1514 tripletes de codones incluye un tramo de
412 tripletes compuesto por 240 codones de Ala, 132 de Pro, 34 de Lys y 4 de Val. Los residuos de Lys, que estan
cargados positivamente en condiciones de tampadn fisioldgico, estan distribuidos de manera casi uniforme entre esta
secuencia, lo que sugiere un efecto solubilizante. Sin embargo, tal como resulta evidente a partir de la divulgacién en
el presente documento, una proteina hipotética homdloga de este tipo tal como se deduce a partir de un marco de
lectura abierto o molécula de acido nucleico que se produce de manera natural, que comprende un alto contenido en
prolina y alanina por encima de la media no forma parte de esta invencion. La invencién se basa en el hecho de que
se proporciona un polipéptido de enrollamiento al azar o segmento de polipéptido bastante grande que no se
produce en la naturaleza de una manera aislada y que comprende una secuencia de aminoacidos que consiste
Unicamente en residuos de prolina y alanina, en el que dicha secuencia de aminoacidos consiste en
aproximadamente 50, en aproximadamente 100, en aproximadamente 150, en aproximadamente 200, en
aproximadamente 250, en aproximadamente 300, en aproximadamente 350, en de aproximadamente 400 a
aproximadamente 3000 residuos en prolina (Pro) y alanina (Ala), que es particularmente util en el contexto
médico/farmacéutico. Los polipéptidos de enrollamiento al azar biosintéticos o segmentos de polipéptido aislados
descritos en el presente documento que no se producen en la naturaleza de una manera aislada también estan
comprendidos en la(s) proteina(s) heteréloga(s) biolégicamente activa(s) o el/los constructo(s) de proteina dados a
conocer en el presente documento que son particularmente utiles en un entorno farmacéutico, médico y/o medicinal.
Estas proteinas heterélogas biolégicamente activas/constructos de proteina comprenden como al menos un dominio
de dichos al menos dos dominios el polipéptido de enrollamiento al azar o segmento de polipéptido que comprende
una secuencia de aminoacidos que consiste unicamente en residuos de prolina y alanina, en el que dicha secuencia
de aminoacidos consiste en aproximadamente 50, en aproximadamente 100, en aproximadamente 150, en
aproximadamente 200, en aproximadamente 250, en aproximadamente 300, en aproximadamente 350, en de
aproximadamente 400 a aproximadamente 3000 residuos en prolina (Pro) y alanina (Ala).

Ademas, las proteinas de arabinogalactano (AGP), proteinas ricas en Pro y extensinas pertenecen a un gran grupo
de glicoproteinas, conocidas como glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (Hip) (HRGP), que se expresan a lo largo de
todo el reino vegetal. Un motivo de AGP de este tipo que comprende una repeticién de Ala-Pro (AP)51 se expresé
como péptido de glicomédulo sintético con secuencia sefial N-terminal y proteina verde fluorescente C-terminal en
Arabidopsis thaliana transgénica y se investigd como sustrato para prolil hidroxilasas y posterior O-glicosilacion de
los residuos de hidroxiprolina (Estévez (2006) Plant Physiol. 142, 458-470). De nuevo, las cadenas laterales de Pro
hidroxiladas y/o glicosiladas dadas a conocer, que pueden formar enlaces de hidrégeno con moléculas de agua,
parecen tener un efecto solubilizante.

Debe observarse que las “proteinas biolégicamente activas o constructos de proteina que comprenden como (al
menos) un dominio un polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o segmento de péptido que comprende una
secuencia de aminoacidos que consiste Unicamente en residuos de prolina y alanina” descritos en el presente
documento se refieren a proteinas o constructos de proteina que no se producen normalmente en la naturaleza vy,
por tanto, son “heterélogos”. Ademas, y a diferencia de secuencias ricas en prolina descritas en el reino vegetal, los
polipéptidos de enrollamiento al azar biosintéticos/segmentos de polipéptido descritos en el presente documento
preferiblemente no estan quimicamente modificados, es decir, preferiblemente no estan glicosilados o hidroxilados.

El polipéptido de enrollamiento al azar biosintético/secuencias de aminoacidos de la presente invencién puede
comprender concatémeros de bloques individuales que comprenden tramos de prolina/alanina combinadas de la
secuencia (Pro)x-(Ala)y, mediante lo cual x puede tener un valor de niumero entero de desde 1 hasta preferiblemente
15, mas preferiblemente de 1 a 10, incluso mas preferiblemente de 1 a 5, e y puede tener un valor de nimero entero
de desde 1 hasta preferiblemente 15, mas preferiblemente de 1 a 10, incluso mas preferiblemente de 1 a5,y xey
pueden variar entre bloques posteriores. Dichos x e y también pueden ser un ndmero enterode 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,
9,10, 11,12, 13, 14 6 15.

Las secuencias de aminoacidos/polipéptidos que forman una conformacion de enrollamiento al azar en disolucion
acuosa o en condiciones fisioldgicas pueden tener la férmula (1):
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[ProAlay]n

en la que x se selecciona independientemente de un nimero entero de 1 a 5. Ademas, para cada n, y se selecciona
independientemente de un numero entero de 1 a 5. Finalmente, n es cualquier nimero entero siempre que el
polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo)/secuencia de aminoacidos consista preferiblemente en
al menos aproximadamente 50, en al menos aproximadamente 100, en al menos aproximadamente 150, en al
menos aproximadamente 200, en al menos aproximadamente 250, en al menos aproximadamente 300, en al menos
aproximadamente 350, en al menos aproximadamente 400 residuos de aminoacido y hasta aproximadamente
3000 residuos de aminoacido. También en este contexto debe observarse que los polipéptidos/secuencias de
aminoacidos que comprenden los concatémeros anteriores o que tienen la formula (l) anterior deben tener
preferiblemente la longitud y/o contenido en prolina/alanina globales tal como se definié y explicd anteriormente en el
presente documento, es decir, consistir en aproximadamente 50, en aproximadamente 100, en aproximadamente
150, en aproximadamente 200, en aproximadamente 250, en aproximadamente 300, en aproximadamente 350, en
de aproximadamente 400 a aproximadamente 3000 aminoacidos y/o comprender mas de aproximadamente el 10%
y menos de aproximadamente el 75% de residuos de prolina. De nuevo, todas las definiciones facilitadas
anteriormente en el presente documento en este contexto también se aplican aqui, cambiando lo que sea necesario.

La presente invencion también se refiere a polipéptidos de enrollamiento al azar (un(os) segmento(s) de
polipéptido)/secuencias de aminoacidos que comprenden un tramo de aminoacidos seleccionado del grupo que
consiste en AAPAAPAPAAPAAPAPAAPA (SEQ ID NO: 1); AAPAAAPAPAAPAAPAPAAP (SEQ ID NO: 2);
AAAPAAAPAAAPAAAPAAAP (SEQ ID NO: 3 que es un ejemplo para [ProiAlas)s);
AAPAAPAAPAAPAAPAAPAAPAAP (SEQ ID NO: 4); APAAAPAPAAAPAPAAAPAPAAAP (SEQ ID NO: 5);
AAAPAAPAAPPAAAAPAAPAAPPA (SEQ ID NO: 6) y APAPAPAPAPAPAPAPAPAP (SEQ ID NO: 51 que es un
ejemplo para [ProsAlai]1o) 0 versiones permutadas circulares o un(os) multimero(s) de estas secuencias en su
conjunto o partes de estas secuencias. Por consiguiente, el polipéptido de enrollamiento al azar (un(os) segmento(s)
de polipéptido del mismo)/secuencia de aminoacidos puede comprender el tramo de aminoacidos
AAPAAPAPAAPAAPAPAAPA (SEQ ID NO: 1), AAPAAPAPAAPAAPAPAAPA (SEQ ID NO: 1);
AAPAAAPAPAAPAAPAPAAP (SEQ ID NO: 2); AAAPAAAPAAAPAAAPAAAP (SEQ ID NO: 3);
AAPAAPAAPAAPAAPAAPAAPAAP (SEQ ID NO: 4); APAAAPAPAAAPAPAAAPAPAAAP (SEQ ID NO: 5);
AAAPAAPAAPPAAAAPAAPAAPPA (SEQ ID NO: 6) y APAPAPAPAPAPAPAPAPAP (SEQ ID NO: 51), asi como
combinaciones de estos motivos o combinaciones de fragmentos y partes de estos motivos siempre que el
polipéptido de enrollamiento al azar biosintético resultante consista Unicamente en residuos de aminoacido de
prolina y alanina, en el que dicha secuencia de aminoacidos consiste en al menos 50 residuos de aminoacido de
prolina (Pro) y alanina (Ala).

Segun la presente invencidon también pueden usarse versiones permutadas circulares de las secuencias de
aminoacidos anteriores. Pueden generarse facilmente versiones permutadas circulares a modo de ejemplo de, por
ejemplo, AAPAAPAPAAPAAPAPAAPA (SEQ ID NO: 1), por ejemplo retirando la primera alanina y afiadiendo otra
alanina al final de la secuencia anterior. Una versién permutada circular de este tipo de SEQ ID NO: 1 sera entonces
APAAPAPAAPAAPAPAAPAA (SEQ ID NO: 7). Ademas, ejemplos no limitativos de versiones permutadas circulares
de SEQ ID NO: 1 son:

PAAPAPAAPAAPAPAAPAAA (SEQ ID NO: 8),

AAPAPAAPAAPAPAAPAAAP (SEQ ID NO: 9),

APAPAAPAAPAPAAPAAAPA (SEQ ID NO: 10),
PAPAAPAAPAPAAPAAAPAA (SEQ ID NO: 11),
APAAPAAPAPAAPAAAPAAP (SEQ ID NO: 12),
PAAPAAPAPAAPAAAPAAPA (SEQ ID NO: 13),
AAPAAPAPAAPAAAPAAPAP (SEQ ID NO: 14),
APAAPAPAAPAAAPAAPAPA (SEQ ID NO: 15),
PAAPAPAAPAAAPAAPAPAA (SEQ ID NO: 16),

y similares. Basandose en las ensefianzas de la presente invencion, un experto esta facilmente en posicion de
generar versiones permutadas circulares correspondientes de los tramos de aminoacidos tal como se muestra en
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 y SEQ ID NO: 51 (basandose dicha
SEQ ID NO: 51 totalmente en repeticiones de “AP” y una versidon permutada circular puede basarse totalmente en
repeticiones/bloques estructurales de “PA” o “AP”).

Tales versiones permutadas circulares también pueden considerarse ejemplos de un “modulo”/“bloque estructural”,
etc., adicional de los polipéptidos/secuencias de aminoacidos proporcionados en el presente documento que pueden
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usarse por consiguiente en el presente documento.

Resulta evidente para el experto en la técnica que “mddulos” y fragmentos (mas cortos) o versiones permutadas
circulares de los tramos de aminoacidos proporcionados en el presente documento también pueden usarse como

“moédulos”, “repeticiones” y/o bloques estructurales para el polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del
mismo)/secuencia de aminoacidos definido en el presente documento.

Segun lo anterior, el polipéptido de enrollamiento al azar/secuencia de aminoacidos que forma una conformacion de
enrollamiento al azar puede comprender un multimero de cualquiera de los tramos de aminoacidos anteriores (o
versiones permutadas circulares o fragmentos de los mismos), preferiblemente los mostrados en SEQ ID NO: 1,
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 y SEQ ID NO: 51. Debe observarse que
estas secuencias no son de ningin modo limitativas en el contexto de esta invencion.

De nuevo, los polipéptidos/secuencias de aminoacidos que comprenden los tramos de aminoacidos anteriores (o
fragmentos de los mismos), versiones mutadas circulares (o fragmentos de las mismas) deben tener preferiblemente
la longitud y/o contenido en prolina/alanina globales tal como se definié y explicé anteriormente en el presente
documento, es decir consistir en aproximadamente 50, en aproximadamente 100, en aproximadamente 150, en
aproximadamente 200, en aproximadamente 250, en aproximadamente 300, en aproximadamente 350, en de
aproximadamente 400 a aproximadamente 3000 aminoacidos y/o comprender mas de aproximadamente el 10% y
menos de aproximadamente el 75% de residuos de prolina. Todas las definiciones facilitadas anteriormente en el
presente documento en este contexto también se aplican aqui, cambiando lo que sea necesario. El término
“fragmento” también se definid anteriormente.

Tal como se menciond anteriormente, en el contexto de esta invencién se encontré sorprendentemente que los
polipéptidos de enrollamiento al azar biosintéticos (o segmento de polipéptido)/polimeros tal como se proporciona en
el presente documento se caracterizan por un volumen hidrodinamico relativamente grande. Este volumen
hidrodinamico, también denominado tamafio aparente, puede determinarse facilmente mediante filtracion en gel
analitica (también conocida como cromatografia de exclusion molecular, SEC). Preferiblemente, el polipéptido de
enrollamiento al azar (o segmento del mismo) tiene un tamafio aparente de al menos 10 kDa, preferiblemente de al
menos 25 kDa, mas preferiblemente de al menos 50 kDa, incluso mas preferiblemente de al menos 100 kDa, de
manera particularmente preferible de al menos 200 kDa y lo mas preferiblemente de al menos 400 kDa. El experto
en la técnica puede determinar facilmente el volumen hidrodinamico de proteinas especificas. Tales métodos
pueden incluir dispersion de la luz dinamica/estatica, ultracentrifugacion analitica o filtracion en gel analitica tal como
se muestra a modo de ejemplo a continuacion en el presente documento. La filtracién en gel analitica representa un
método conocido en la técnica para medir el volumen hidrodinamico de macromoléculas. Alternativamente, el
volumen hidrodinamico de un polipéptido globular puede estimarse mediante su peso molecular (Creighton (1993),
citado anteriormente). Tal como se describe en el presente documento, el volumen hidrodinamico de los polipéptidos
de la invencién que consisten preferiblemente en al menos aproximadamente 50, en al menos aproximadamente
100, en al menos aproximadamente 150, en al menos aproximadamente 200, en al menos aproximadamente 250,
en al menos aproximadamente 300, en al menos aproximadamente 350, en de al menos aproximadamente 400 a
aproximadamente 3000 residuos de aminoacido de prolina y alanina y que tienen una conformacion de enrollamiento
al azar muestra valores inesperadamente altos con respecto al volumen hidrodinamico que se estimaria para una
proteina globular plegada correspondiente basandose en el peso molecular. Lo siguiente se refiere a proteinas
heterdlogas biolégicamente activas o constructos de proteina que comprenden, entre otras cosas, el polipéptido de
enrollamiento al azar biosintético (0 segmento del mismo) tal como se describid y se definié anteriormente en el
presente documento que representan una realizacion preferida de la presente invencién. Sin limitarse a la teoria, se
encontré sorprendentemente en el contexto de la presente invencién que los tramos de polipéptido de enrollamiento
al azar biosintético tal como se proporciona en el presente documento y que consisten Unicamente en prolina y
alanina pueden incluso proporcionar un volumen hidrodinamico superior a un tramo de enrollamiento al azar
biosintético correspondiente que tiene el mismo numero total de residuos de aminoacido pero que consiste
Unicamente en prolina, alanina y serina (tal como se proporciona en el documento WO 2008/155134).

Las proteinas de plasma humanas tales como albumina sérica (HSA) e inmunoglobulinas (Ig), incluyendo
anticuerpos humanizados, muestran semividas largas, normalmente de 2 a 3 semanas, lo cual puede atribuirse a su
interaccion especifica con el receptor de Fc neonatal (FcRn), conduciendo a recirculacion endosémica (Ghetie
(2002) Immunol Res, 25:97-113). En cambio, la mayoria de las demas proteinas de interés farmacéutico, en
particular fragmentos de anticuerpo recombinantes, hormonas, interferones, etc., experimentan un aclaramiento (de
la sangre) rapido. Esto es particularmente cierto para proteinas cuyo tamario es inferior al valor de umbral para la
filtracion renal de aproximadamente 70 kDa (Caliceti (2003) Adv Drug Deliv Rev 55:1261-1277). En estos casos la
semivida en plasma de una proteina farmacéutica sin modificar puede ser considerablemente menos de una hora,
haciendo por tanto que sea esencialmente inutil para la mayoria de las aplicaciones terapéuticas. Con el fin de lograr
una accion farmacoldgica sostenida y también mejorar el cumplimiento del paciente (al requerir intervalos de
dosificacion que se prolongan a dias o incluso semanas), anteriormente se establecieron varias estrategias con fines
de desarrollo de biofarmacos.

En primer lugar, se ha empleado el mecanismo de recirculacién de proteinas de plasma naturales produciendo
proteinas de fusion con la parte Fc de Ig, por ejemplo Enbrel®, un hibrido entre el dominio extracelular de receptor de
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TNFa e IgG1 humana (Goldenberg (1999) Clin Ther 21:75-87) o con albumina sérica, por ejemplo Albuferon®
(albinterferon alfa-2b, ZALBIN™, JOULFERON®), una fusion correspondiente de IFNalfa con HSA (Osborn (2002) J
Pharmacol Exp Ther 303:540-548). También se ha usado albumina, con su alta concentracion en plasma de 600 puM,
de una manera indirecta, sirviendo como vehiculo portador para productos biofarmacéuticos que estan equipados
con una funcion de unién a albumina, por ejemplo mediante fusién con un dominio de unién a albdmina (ABD)
bacteriano de proteina G de estreptococos (Makrides (1996) J Pharmacol Exp Ther 277:534-542) o con un péptido
seleccionado contra HSA a partir de una biblioteca de presentacion en fagos (Dennis (2002) J Biol Chem,
277:35035-35043; Nguyen (2006) Protein Eng Des Sel 19:291-297).

En segundo lugar, una metodologia fundamentalmente diferente para prolongar la semivida en plasma de productos
biofarmacéuticos es la conjugacién con polimeros quimicos altamente solvatados y fisioldgicamente inertes,
agrandando por tanto eficazmente el radio hidrodinamico de la proteina terapéutica mas alla del tamafio de poro
glomerular de aproximadamente 3-5 nm (Caliceti (2003), citado anteriormente). El acoplamiento covalente en
condiciones bioquimicamente leves con derivados activados de polietilenglicol (PEG), o bien al azar a través de
cadenas laterales de Lys (Clark (1996) J Biol Chem 271:21969-21977) o bien por medio de residuos de Cys
especificamente introducidos (Rosendahl (2005) BioProcess International:52-60) ha sido moderadamente
satisfactorio y esta aplicandose actualmente en varios farmacos aprobados. Se han logrado ventajas
correspondientes especialmente en relaciébn con proteinas pequefias que presentan actividad farmacolégica
especifica, por ejemplo Pegasys®, un IFNa-2a recombinante quimicamente pegilado (Harris (2003) Nat Rev Drug
Discov, 2:214-221; Walsh (2003) Nat Biotechnol 21:865-870).

Sin embargo, el acoplamiento quimico de una proteina biolégicamente activa con polimeros sintéticos tiene
desventajas con respecto al desarrollo y la produccion biofarmacéuticos. Los derivados de PEG adecuados son
caros, especialmente ya que se necesita una alta pureza, y su conjugacion con una proteina recombinante requiere
etapas de procesamiento y purificacion in vitro adicionales, lo cual reduce el rendimiento y aumenta los costes de
fabricacion. De hecho, el PEG con frecuencia estd contaminado con aldehidos y peroxidos (Ray (1985) Anal
Biochem 146:307-312) y es intrinsecamente propenso a degradacion quimica con el almacenamiento en presencia
de oxigeno. Ademas, la funcién farmacéutica de una proteina terapéutica puede verse dificultada si cadenas
laterales de aminoacido en la proximidad de su sitio activo bioquimico se modifican mediante el procedimiento de
pegilacion. Ademas, el acoplamiento quimico con polimeros sintéticos da habitualmente como resultado una mezcla
heterogénea de moléculas que pueden mostrar una varianza sustancial de actividad in vivo.

En tercer lugar, se ha propuesto el uso de analogos de glicosilacion de proteinas biolégicamente activas en los que
se introducen nuevas secuencias consenso de glicosilacion unidas en N para prolongar la semivida en plasma;
véase el documento WO 02/02597; Periman (2003) J Clin Endocrinol Metab 88:2327-2335; o Elliott (2003) Nat
Biotechnol 21:414-420. Sin embargo, las proteinas modificadas por glicoingenieria descritas presentaron una
actividad in vivo alterada, lo cual indica que las nuevas cadenas laterales de hidratos de carbono influyen en la
actividad biolégica de la proteina modificada por ingenieria. Ademas, es probable que las cadenas laterales de
hidratos de carbono adicionales aumenten la antigenicidad de las moléculas activas bioldgicas resultantes, lo cual
plantea preocupaciones de seguridad sustanciales. Ademas, se ha notificado que proteinas de fusion que
comprenden la secuencia repetitiva artificial PSTAD derivada de Trypanosoma cruzi inducen una semivida en
plasma prolongada de trans-sialidasa (Alvarez (2004) JBC 279:3375-3381). Sin embargo, se ha notificado que tales
repeticiones derivadas de Trypanosoma cruzi inducen una respuesta inmunitaria humoral (Alvarez (2004), citado
anteriormente). Por consiguiente, se desean estrategias alternativas para prolongar la accion de proteinas
biolégicamente activas.

Se encontrd sorprendentemente que las secuencias de aminoacidos/polipéptidos biosintéticos tal como se da a
conocer en el presente documento y que consisten Unicamente en prolina y alanina segun la invencién adoptan una
conformacion de enrollamiento al azar en particular en condiciones fisiolégicas. Por tanto, son moléculas ventajosas
para proporcionar el “segundo dominio” definido a continuacién en el presente documento de la(s) proteina(s)
bioldgicamente activa(s)/polipéptido(s), es decir que comprende un tramo de polipéptido que forma en condiciones
fisiolégicas una conformacion de enrollamiento al azar y de ese modo media en una estabilidad in vivo y/o in vitro
aumentada a proteina(s) o polipéptido(s) biolégicamente activo(s) (“funcional/funcionales”), en particular, una
semivida en plasma aumentada. El volumen hidrodinamico de una proteina funcional que esta fusionada a dicho
dominio de enrollamiento al azar se aumenta drasticamente tal como puede estimarse usando métodos
convencionales mencionados en el presente documento. Dado que se piensa que el dominio de enrollamiento al
azar no interfiere con la actividad bioldgica del primer dominio de la proteina biolégicamente activa, se conserva
esencialmente la actividad biolégica mediada por la proteina de interés funcional a la que se fusiona. Ademas, se
piensa que los polimeros de aminoacidos/polipéptidos que forman un dominio de enrollamiento al azar tal como se
da a conocer en el presente documento son en gran medida biolégicamente inertes, especialmente con respecto a la
proteolisis en plasma sanguineo, inmunogenicidad, punto isoeléctrico/comportamiento electrostatico, unién a
receptores de superficie celular asi como internalizacién, pero todavia son biodegradables, lo cual proporciona
claras ventajas con respecto a polimeros sintéticos tales como PEG.

Segun lo anterior, la presente invencion se refiere a una proteina biolégicamente activa que comprende el
polipéptido de enrollamiento al azar biosintético descrito en el presente documento. Una proteina biolégicamente
activa/constructo de proteina de este tipo que comprende el polipéptido de enrollamiento al azar biosintético descrito
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en el presente documento es una proteina heteréloga bioldgica activa/constructo de proteina. En particular, en el
presente documento también se da(n) a conocer una(s) proteina(s) heterdloga(s) biolégicamente activa(s) que
comprende(n) o que consiste(n) en al menos dos dominios en la que

(a) un primer dominio de dichos al menos dos dominios comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos
que tiene y/o que media en dicha actividad biologica; y

(b) un segundo dominio de dichos al menos dos dominios comprende o consiste en el polipéptido de enrollamiento al
azar o segmento de polipéptido descrito y definido en el presente documento.

Debe observarse que segun la presente invencion que “primer dominio” y dicho “segundo dominio” se refieren a
tramos de proteina que no se producen de manera natural dentro de la misma proteina 0 que no se espera que
formen parte de la misma proteina hipotética segun se codifica por una secuencia de acido nucleico codificante (tal
como un marco de lectura abierto) tal como se encuentra en la naturaleza.

Las definiciones y explicaciones facilitadas anteriormente en el presente documento en el contexto del polipéptido de
enrollamiento al azar o segmento de polipéptido del mismo se aplican, cambiando lo que sea necesario, en el
contexto de proteinas bioldgicamente activas que comprenden dicho polipéptido de enrollamiento al azar (o un(os)
segmento(s) de polipéptido del mismo).

Preferiblemente, dicha conformacién de enrollamiento al azar media en una estabilidad in vivo y/o in vitro aumentada
de dicha proteina biolégicamente activa, tal como la estabilidad in vivo y/o in vitro en muestras bioldgicas o en
entornos fisiolégicos.

Por ejemplo, en el presente documento se prevé que proteinas que comprenden un “segundo dominio” adicional
definido en el presente documento que adopta una conformacién de enrollamiento al azar en disolucién acuosa o en
condiciones fisiolégicas (por ejemplo polimeros que consisten en aproximadamente 200 o aproximadamente 400 o
aproximadamente 600 residuos de aminoacido y que comprenden PA#1/SEQ ID NO: 1, PA#2/SEQ ID NO: 2,
PA#3/SEQ ID NO: 3, PA#4/SEQ ID NO: 4, PA#5/SEQ ID NO: 5, PA#6/SEQ ID NO: 6 y/o P1A1/SEQ ID NO: 51 como
“bloques estructurales”) tienen una semivida en plasma o estabilidad en suero ventajosa, incluso in vivo (en
particular si se administran por via intravenosa) en comparacién con un control que carece de dicha conformacion de
enrollamiento al azar.

En el documento WO 2008/155134 (tal como se comento anteriormente en el presente documento) se ha mostrado
que proteinas biolégicamente activas que comprenden un dominio con una secuencia de aminoacidos que adopta
una conformacién de enrollamiento al azar tienen una estabilidad in vivo y/o in vitro aumentada. Los dominios de
enrollamiento al azar dados a conocer en el documento WO 2008/155134 consisten, en particular, en residuos de
prolina, alanina y serina (PAS). La presencia de estos tres residuos se describe en este documento de la técnica
anterior como requisito esencial para la formacién de un enrollamiento al azar estable y soluble en disolucion
acuosa.

Tal como se comentd en la introduccién anteriormente en el presente documento, el documento WO 2007/103515
describe polimeros recombinantes no estructurados que comprenden como constituyentes principales una gran
variedad de aminoacidos, entre otras cosas, glicina, aspartato, alanina, serina, treonina, glutamato y prolina. Sin
embargo, el término “polimero recombinante no estructurado” no tiene ningun significado claro reconocido, a
diferencia de los términos “biosintético” y “enrollamiento al azar”.

Anteriormente en el presente documento también se mencioné el documento WO 2006/081249. Este documento
describe conjugados de proteina que comprenden una proteina biolégicamente activa acoplada a un polipéptido que
comprende de 2 a 500 unidades de una repeticion de aminoacidos que tiene Gly, Asn y GIn como constituyente
principal y Ser, Thr, Asp, GIn, Glu, His y Asn como constituyente minoritario. Se describe que dichos conjugados de
proteina tienen una semivida en plasma o bien aumentada o bien reducida en comparacién con la proteina
bioldgicamente activa sin conjugar. Sin embargo, el documento WO 2006/081249 no proporciona ninguna
ensefianza para predecir si una repeticion de aminoacidos especifica reduce o aumenta la semivida en plasma del
conjugado. Ademas, el documento WO 2006/081249 no ensefia ni sugiere que la semivida en plasma de proteinas
pueda aumentarse cuando la proteina conjugada comprende una repeticion de aminoacidos que forma una
conformaciéon de enrollamiento al azar tal como se muestra en la presente invencién. Ademas, las repeticiones de
aminoacidos dadas a conocer en el documento WO 2006/081249 comprenden al menos dos residuos seleccionados
de Gly, Asn y Gin, lo cual contrasta claramente con los polipéptidos de enrollamiento al azar biosintéticos de la
presente invencién que comprenden una secuencia de aminoacidos que consiste Unicamente en residuos de
aminoacido de prolina y alanina.

Sorprendentemente, en el presente documento se ha encontrado que secuencias de aminoacidos de enrollamiento
al azar biosintéticas tal como se proporciona en el presente documento que, a diferencia de la técnica anterior,
comprenden unicamente residuos de prolina y alanina (es decir que preferiblemente no comprenden una cantidad
sustancial de ningun otro aminoacido, tampoco una cantidad sustancial de serina o nada de serina en absoluto)
también forman una estructura de enrollamiento al azar util. Esto es particularmente inesperado dada la divulgacion
en el documento WO 2008/155134 de proteinas de fusién con un dominio compuesto Unicamente por residuos de
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serina y alanina (SA), es decir en las que se omitieron residuos de prolina, demostrando que un dominio de este tipo
que comprende Unicamente dos tipos de aminoacidos no formaba un enrollamiento al azar, sino una estructura de
lamina B. Estos dominios de serina-alanina tampoco mostraron un volumen hidrodinamico aumentado de este tipo tal
como se observa con “PAS” o, en particular, con las secuencias de “P/A” tal como se proporciona en el presente
documento.

Tal como se usa en el presente documento, el término “actividad bioldgica” describe el efecto biolégico de una
sustancia sobre materia viva. Por consiguiente, el término “proteina biolégicamente activa” tal como se usa en el
presente documento se refiere a proteinas que pueden inducir un efecto biolégico sobre células vivas/organismos
que se exponen a dicha proteina o polipéptido. Sin embargo, debe observarse que, en el contexto de la presente
invencion, el término “proteina biolégicamente activa” se refiere a la proteina completa de la invencion que
comprende tanto una secuencia de aminoacidos que tiene y/o que media en dicha actividad biolégica (dicho primer
dominio) como la secuencia de aminoacidos de la invencién que adopta/forma una conformacion de enrollamiento al
azar y que consiste Unicamente en prolina y alanina (dicho segundo dominio).

Por consiguiente, los términos “secuencia de aminoacidos que tiene y/o que media en una actividad bioldgica” o
“secuencia de aminoacidos con actividad biolégica” tal como se usan en el presente documento para el “primer
dominio” anteriormente definido de la proteina bioldgicamente activa de la invencion, que media en o tiene o puede
mediar en o tener la “actividad biolégica” anteriormente definida. En los términos “secuencia de aminoacidos que
tiene y/o que media en una actividad bioldgica” o “secuencia de aminoacidos con actividad bioldgica” también estan
comprendidas cualquier proteina de interés (y fragmentos funcionales de las mismas, tales como fragmentos de
anticuerpo, fragmentos que comprenden dominio(s) extracelular(es) o intracelular(es) de un receptor de membrana,
formas truncadas de un factor de crecimiento o citocina y similares), cuya la semivida, o bien in vivo o bien in vitro,
necesita prolongarse. En una realizacion de esta invencion, la secuencia de aminoacidos que tiene y/o que media en
una actividad biolégica segun la presente invencion puede deducirse de cualquier “proteina de interés”, es decir
cualquier proteina de interés farmacéutico o biolégico o cualquier proteina que es util como agente terapéutico/de
diagndstico.

Por consiguiente, las proteinas biolégicamente activas pueden comprender un primer dominio que comprende una
secuencia de aminoacidos biolégicamente activa que se deriva de polipéptidos producidos de manera natural o
polipéptidos producidos mediante tecnologia de ADN recombinante. En una realizaciéon preferida, la proteina de
interés puede seleccionarse del grupo que consiste en proteinas de unién/moléculas de unién, inmunoglobulinas,
fragmentos de anticuerpo, proteinas de transporte, receptores de membrana, proteinas/péptidos de sefializacion
tales como citocinas, factores de crecimiento, hormonas o enzimas y similares.

Tal como se explicé anteriormente en el presente documento, el polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento de
polipéptido) comprendido en el segundo dominio de la proteina biolégicamente activa forma la conformacién de
enrollamiento al azar en particular en condiciones fisiologicas. Esto es particularmente relevante en el contexto de
proteinas biolégicamente activas que pueden formar parte de una composicion farmacéutica que va a administrarse
a un sujeto o paciente.

Debe observarse que el dominio de enrollamiento al azar biosintético de la invencién (dicho “segundo dominio”) de la
proteina biolégicamente activa adopta/forma/tiene de manera nativa (es decir, en condiciones fisiolégicas) una
conformaciéon de enrollamiento al azar, en particular in vivo y cuando se administra a mamiferos o pacientes
humanos que necesitan intervencion médica. En cambio, en la técnica se conoce que proteinas que tienen una
estructura secundaria y/o terciaria no al azar como conformacién nativa tienden a adoptar una conformacion de
enrollamiento al azar en condiciones no fisiologicas (es decir, en condiciones de desnaturalizacion). Sin embargo,
tales proteinas desnaturalizadas tienen caracteristicas completamente diferentes en comparacién con la proteina
bioldgicamente activa que comprende el polipéptido de enrollamiento al azar de la presente invencion. Por tanto, la
esencia de esta invencidon es que la “proteina biolégicamente activa” y la parte bioldgicamente activa de las
proteinas de fusion/constructos de fusion tal como se proporciona en el presente documento también conservan su
funcién bioldgica cuando se combinan y/o unen con el polipéptido de enrollamiento al azar biosintético (o segmento
de polipéptido) de esta invencion.

Ademas, el polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento de polipéptido) conserva solubilidad en condiciones
fisiolégicas. Por consiguiente, también se prevé que el constructo de proteina de la presente invenciéon (que
comprende el “primer dominio” y “segundo dominio” definidos anteriormente) puede comprender el “segundo”
dominio que forma/adopta un enrollamiento al azar de manera transitoria o temporal no en conformacién de
enrollamiento al azar, por ejemplo, cuando esta en forma de una composicién especifica, tal como un liofilizado o
una composicién secada. Sin embargo, es importante que un “segundo dominio” de este tipo del constructo de
proteina de la invencién adopte de nuevo, por ejemplo, tras la reconstitucion en tampones correspondientes
(preferiblemente tampones/excipientes “fisiolégicos” y/o disolventes), la conformacion de enrollamiento al azar
definida en el presente documento. Dicho “segundo dominio” puede mediar (si es necesario, tras una reconstitucion
correspondiente) en una estabilidad in vivo y/o in vitro aumentada de la proteina biolégicamente activa de la
invencion. En el presente documento se prefiere que el “segundo dominio” tal como se define en el presente
documento consista en el polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento de polipéptido) de la presente invencion.
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Tal como se usa en el presente documento, el término “dominio” se refiere a cualquier regién/parte de una secuencia
de aminoacidos que puede adoptar de manera autbnoma una estructura y/o funcion especifica. Por consiguiente, en
el contexto de la presente invencion, un “dominio” puede representar un dominio funcional o un dominio estructural.
Tal como se describe en el presente documento, las proteinas de la presente invencién comprenden al menos un
dominio/parte que tiene y/o media en una actividad biolégica y al menos un dominio/parte que forma una
conformacion de enrollamiento al azar. Sin embargo, las proteinas de la invencién también pueden consistir en mas
de dos dominios y pueden comprender, por ejemplo, una estructura de grupo de unién o espaciador adicional entre
los dos dominios/partes definidos en el presente documento u otro dominio/parte tal como, por ejemplo, un sitio de
escision sensible a proteasa, una cola de afinidad tal como la cola de Hisg 0 la cola de estreptavidina, un péptido
sefal, péptido de retencion, un péptido de direccionamiento tal como péptido de translocacion de membrana o
dominios efectores adicionales tales como fragmentos de anticuerpo para direccionamiento tumoral asociados con
una toxina antitumoral o una enzima para activacién de profarmacos, etc.

En otra realizacion, la proteina biolégicamente activa de la invencion tiene un volumen hidrodinamico tal como se
determina mediante filtracion en gel analitica (también conocida como cromatografia de exclusién molecular, SEC)
de al menos 50 kDa, preferiblemente de al menos 70 kDa, mas preferiblemente de al menos 80 kDa, incluso mas
preferiblemente de al menos 100 kDa, de manera particularmente preferible de al menos 125 kDa y lo mas
preferiblemente de al menos 150 kDa. El experto en la técnica puede determinar facilmente el volumen
hidrodinamico de proteinas especificas. Anteriormente en el presente documento se han descrito métodos a modo
de ejemplo en el contexto del polipéptido de enrollamiento al azar. Un experto esta facilmente en posicion de adaptar
tales métodos también en el contexto de la proteina bioldgicamente activa de la presente invencion. Tal como se
describe a continuacion en el presente documento, el volumen hidrodinamico de las proteinas biolégicamente
activas de la invencién que comprenden el segundo dominio anteriormente definido, es decir el dominio que
comprende o consiste en el polipéptido de enrollamiento al azar proporcionado en el presente documento (o
segmento del mismo), se muestra que tienen un volumen hidrodinamico inesperadamente grande con respecto al
volumen hidrodinamico estimado para una proteina globular plegada correspondiente basandose en su peso
molecular o nimero/composicion de residuos de aminoacido.

Debe observarse que el primer dominio que comprende una “secuencia de aminoacidos que tiene y/o que media en
una actividad biolégica” también puede adoptar su actividad biolégica en el contexto de o tras la asociacion con otro
polipéptido o secuencia de aminoacidos. Por ejemplo, el fragmento Fab de un anticuerpo tal como el del anticuerpo
antitumoral Herceptin (Eigenbrot (1993) J. Mol. Biol. 229:969-995) consiste en dos cadenas de polipéptido
diferentes, la cadena ligera de inmunoglobulina y un fragmento de la cadena pesada de inmunoglobulina, que
pueden unirse ademas a través de un(os) enlace(s) disulfuro entre cadenas. Segun la presente invencion, puede ser
suficiente con unir una de esas cadenas (por ejemplo, mediante fusién génica) al polipéptido de enrollamiento al
azar (o segmento de polipéptido) mientras que la proteina biolégicamente activa completa se reconstituye por medio
de asociacion con la otra cadena. Tal reconstitucion puede lograrse, por ejemplo, mediante coexpresion de los
diferentes polipéptidos (por un lado una proteina de fusidon de una cadena y el polipéptido de enrollamiento al azar,
por el otro lado la otra cadena) en la misma célula huésped, tal como se describe en los ejemplos adjuntos, o
mediante reconstitucion in vitro, por ejemplo, como parte de un protocolo de replegamiento.

Por consiguiente, tales proteinas (que comprenden dos cadenas de polipéptido independientes) también se
consideran proteinas biolégicamente activas segun la presente invencion. En tal caso, el primer dominio tal como se
define en el presente documento puede comprender dos cadenas de polipéptido independientes que sélo estan
unidas de manera no covalente. Ademas, las cadenas independientes de la proteina biolégicamente activa/dominio
pueden unirse cada una al polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento de polipéptido). Ademas de fragmentos
de anticuerpo, hay muchas otras proteinas de interés homo o heterooligoméricas (por ejemplo, insulina,
hemoglobina y similares) que estan compuestas por varias cadenas de polipéptido asociadas y que son objeto de
esta invencion.

Tal como se usa en el presente documento, el término “proteina de unién” se refiere a una molécula que puede
interaccionar especificamente con una(s) posible(s) pareja(s) de unidon de modo que puede distinguir entre dicha(s)
posible(s) pareja(s) de unién y una pluralidad de diferentes moléculas como dicha(s) posible(s) pareja(s) de union
hasta tal punto que, a partir de una combinacién de dicha pluralidad de diferentes moléculas como posible(s)
pareja(s) de unién, solo se une(n), o se une(n) significativamente, dicha(s) posible(s) pareja(s) de union. En la
técnica se conocen métodos para la medicién de la unién entre una proteina de unién y una posible pareja de unién
y pueden realizarse de manera rutinaria, por ejemplo, usando ELISA, calorimetria de titulacion isotérmica, dialisis en
equilibrio, ensayos de precipitacion, resonancia de plasmon superficial o un aparato de Biacore. Las proteinas de
union/moléculas de unién a modo de ejemplo que son Utiles en el contexto de la presente invencion incluyen, pero
no se limitan a, anticuerpos, fragmentos de anticuerpo tales como fragmentos Fab, fragmentos F(ab’),, fragmentos
variables de cadena sencilla (scFv), regiones variables aisladas de anticuerpos (regiones VL y/o VH), CDR,
anticuerpos de dominio individual/inmunoglobulinas, compuestos peptidomiméticos derivados de CDR, lectinas,
dominios de inmunoglobulina, dominios de fibronectina, dominios de proteina A, dominios SH3, dominios de
repeticion de anquirina, lipocalinas o diversos tipos de proteinas de unién derivadas de armazén tal como se
describe, por ejemplo, en Skerra (2000) J Mol Recognit 13:167-187, Gebauer (2009) Curr Opin Chem Biol 13:245-
255, Binz (2005) Nat Biotechnol 23:1257-1268 o Nelson (2009) Nat Biotechnol 27:331-337.
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Otras proteinas biolégicamente activas de interés a modo de ejemplo (en particular proteinas comprendidas en el
primer dominio o que constituyen/son el primer dominio de la proteina biolégicamente activa) que son utiles en el
contexto de la presente invencién incluyen, pero no se limitan a, factor estimulante de colonias de granulocitos,
hormona del crecimiento humana, alfa-interferén, beta-interferén, gamma-interferén, lambda-interferon, factor de
necrosis tumoral, eritropoyetina, factores de coagulacion tales como factor de coagulacion VI, factor de coagulacion
Vlla, factor de coagulacion IX, gp120/gp160, receptor de factor de necrosis tumoral | y Il soluble, compuestos
tromboliticos tales como reteplasa, péptidos con efectos metabdlicos tales como GLP-1 o exendina-4, proteinas
inmunosupresoras/inmunorreguladoras tales como antagonistas de receptor de interleucina-1 o anakinra,
interleucina-2 y lipocalina asociada con gelatinasa de neutrdfilos u otras lipocalinas naturales o modificadas por
ingenieria o aquellas proteinas o compuestos indicados, por ejemplo, en Walsh (2003) Nat Biotechnol 21:865-870 o
Walsh (2004) Eur J Pharm Biopharm 58:185-196 o indicados en bases de datos en linea tales como
http://www.biopharma.com/approvals.html o http://www.drugbank.ca. Proteinas biolégicamente activas adicionales
(en particular proteinas comprendidas en el primer dominio o que constituyen/son el primer dominio de la proteina
bioldgicamente activa) que pueden emplearse en el contexto de la presente invencidon son, entre otras cosas,
hormona estimulante del foliculo, glucocerebrosidasa, timosina alfa 1, glucagén, somatostatina, adenosina
desaminasa, interleucina 11, Hematide, leptina, interleucina-20, subunidad alfa de receptor de interleucina-22 (IL-
22ra), interleucina-22, hialuronidasa, factor de crecimiento de fibroblastos 18, factor de crecimiento de fibroblastos
21, péptido similar a glucagon 1, osteoprotegerina, proteina de union a IL-18, factor de liberacion de la hormona del
crecimiento, receptor de TACI soluble, trombospondina-1, receptor de VEGF soluble Flt-1, o-galactosidasa A,
antagonista de miostatina, polipéptido inhibidor gastrico, antitripsina alfa-1, muteina de IL-4, y similares. Tal como
resultara evidente a partir de la divulgacion en el presente documento, la presente invencion también se refiere a
comprender el polipéptido de prolina/alanina de enrollamiento al azar biosintético o segmento de polipéptido de
prolina/alanina y moléculas farmacéutica o médicamente Utiles, tales como moléculas pequefias, péptidos o
biomacromoléculas tales como proteinas, acidos nucleicos, hidratos de carbono, vesiculas lipidicas y similares, en
particular proteinas farmacéutica o médicamente Utiles, tales como (pero sin limitarse a) proteinas de
union/moléculas de unién, inmunoglobulinas, fragmentos de anticuerpo, proteinas de transporte, receptores de
membrana, proteinas/péptidos de sefalizacion, citocinas, factores de crecimiento, hormonas o enzimas y similares,
pueden comprenderse en los constructos de farmaco definidos en el presente documento pero también pueden
formar parte de la proteina heteréloga biolégicamente activa definida en el presente documento que comprende o
consiste en dichos al menos dos dominios definidos. En tal caso, dichas proteinas farmacéutica o médicamente
utiles particulares (o fragmentos funcionales de las mismas) pueden ser el “primer dominio” de dichos al menos dos
dominios que comprenden o consisten en una secuencia de aminoacidos que tiene y/o que media en dicha actividad
biolégica. Los fragmentos funcionales, en este contexto, son fragmentos de dichas proteinas farmacéutica o
médicamente Utiles que todavia pueden producir la respuesta biolégica o farmacéutica deseada in vivo y/o in vitro
y/o todavia tienen o median en la actividad biolégica deseada.

El grupo de unién/espaciador de polipéptido anteriormente mencionado, insertado entre dichos dominios primero y
segundo, comprende preferiblemente varios aminoacidos hidrdfilos, unidos a péptido, que estan unidos de manera
covalente a ambos dominios. En aun otra realizacién dicho grupo de union/espaciador de polipéptido comprende un
sitio de escisidon por proteasa plasmatica que permite la liberacion controlada de dicho primer dominio que
comprende un polipéptido que tiene y/o media en una actividad bioldgica. Pueden identificarse grupos de union de
diferentes tipos o longitudes sin carga excesiva para obtener una actividad biolégica 6ptima de proteinas
especificas.

En una realizacion preferida, las proteinas biolégicamente activas de la presente invencion son proteinas de fusion.
Una proteina de fusion tal como se describe en el presente documento puede comprender al menos un dominio que
puede mediar en una actividad biolégica y al menos otro dominio que comprende el polipéptido de enrollamiento al
azar biosintético (o segmento de polipéptido) tal como se describe en el presente documento en un uUnico polipéptido
de multiples dominios. De nuevo, debe observarse que la presente invencién no esta limitada a proteinas de fusién
en las que un dominio media en una actividad biolégica. Ademas, en el presente documento se proporcionan otras
“proteinas de fusiéon”/“constructos de fusion” en los que una parte/dominio es o comprende el polipéptido de
enrollamiento al azar/polimero de prolina/alanina de la invencioén y la otra parte/dominio comprende otro tramo de
proteina/estructura.

En particular, en el caso de proteinas de fusion el polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento de polipéptido)
segun esta invencién no porta necesariamente residuos de Pro o Ala en su extremo amino o carboxilo-terminal. En
una realizacion alternativa, la proteina biolégicamente activa segun la presente invencion puede representar un
conjugado de proteina en el que una proteina de interés o un polipéptido/tramo de polipéptido/péptido/secuencia de
aminoacidos que tiene y/o que media en una actividad bioldgica se conjuga mediante un enlace no peptidico a una
secuencia de aminoacidos que forma/adopta una conformacioén de enrollamiento al azar, en particular, el polipéptido
de enrollamiento al azar (o segmento de polipéptido) tal como se proporciona en el presente documento y que
consiste Unicamente en residuos de prolina y alanina. En la técnica se conocen enlaces no peptidicos que son utiles
para reticular proteinas, comprendiendo el polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o segmento de
polipéptido una secuencia de aminoacidos que consiste Unicamente en residuos de aminoacido de prolina y alanina,
en el que dicha secuencia de aminoacidos consiste en al menos 50 residuos de aminoacido de prolina (Pro) y
alanina (Ala) tal como se proporciona en el presente documento. Tales enlaces no peptidicos pueden incluir enlaces
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disulfuro, por ejemplo entre cadenas laterales de Cys, enlaces tioéter o enlaces covalentes no peptidicos inducidos
por grupos de reticulacion quimicos, tales como suberato de disuccinimidilo (DSS) o 4-[p-maleimidofenillbutirato de
sulfosuccinimidilo (Sulfo-SMPB), grupos complejantes/quelantes de metales, asi como interacciones proteina-
proteina no covalentes.

Debe observarse que la “proteina biolégicamente activa” de la presente invencion también puede comprender mas
de una “secuencia de aminoacidos que tiene y/o que media en una actividad biolégica”. Ademas, la proteina
bioldgicamente activa también puede comprender mas de un polipéptido de enrollamiento al azar biosintético (o
segmento del mismo). En el caso mas sencillo, la proteina bioldgicamente activa consiste en dos dominios, es decir
un primer dominio que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene y/o que media en una actividad
bioldgica y un segundo dominio que comprende el polipéptido biosintético (o segmento del mismo). Debe observarse
que la presente invencion no se limita a “proteinas bioldgica o terapéuticamente activas” unidas al polipéptido de
enrollamiento al azar biosintético o segmento de polipéptido dado a conocer en el presente documento que
comprende una secuencia de aminoacidos que consiste Unicamente en residuos de aminoacido de prolina y alanina,
en el que dicha secuencia de aminoacidos consiste en al menos 50 residuos de aminoacido de prolina (Pro) y
alanina (Ala). También pueden fabricarse otras proteinas o moléculas de interés, segun sea relevante para otras
industrias, tales como industria alimentaria o de bebidas, industria cosmética y similares, mediante los medios y
métodos proporcionados en el presente documento.

El experto en la técnica es consciente de que el “dominio que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
y/o que media en una actividad biologica” y el “segundo dominio que comprende el polipéptido de enrollamiento al
azar (o segmento del mismo)” segun esta comprendido en las proteinas biolégicamente activas de la invencion
pueden organizarse en un orden especifico.

Por consiguiente, y en el contexto de la invencion, el orden de los dominios “primero” y “segundo” definidos en el
presente documento del polipéptido bioldgicamente activo de la invencion puede disponerse en cualquier orden,
mediante lo cual dicho “primer dominio” (es decir proteina de interés; “secuencia de aminoacidos que tiene y/o que
media en dicha actividad bioldgica”) esta ubicado en el extremo amino (N)-terminal y dicho “segundo dominio” (es
decir el dominio que comprende el polipéptido de enrollamiento al azar proporcionado en el presente documento (o
segmento del mismo)) esta ubicado en el extremo carboxilo (C)-terminal de la proteina biolégicamente activa. Sin
embargo, este orden puede invertirse, por ejemplo dicho “primer dominio” (es decir proteina de interés; “secuencia
de aminoacidos que tiene y/o que media en dicha actividad bioldgica”) esta ubicado en el extremo carboxilo (C)-
terminal y dicho “segundo dominio” (es decir el dominio que comprende el polipéptido de enrollamiento al azar
proporcionado en el presente documento (o segmento del mismo)) esta ubicado en el extremo amino (N)-terminal de
la proteina biolégicamente activa. Si la proteina biolégicamente activa consiste unicamente en un primer dominio y
un segundo dominio, el orden de dominios puede ser por consiguiente (desde el extremo N-terminal hasta el
extremo C-terminal): primer dominio (secuencia de aminoacidos que tiene y/o que media en una actividad biologica)
- segundo dominio (polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo)). A la inversa, el orden de dominios
puede ser (desde el extremo N-terminal hasta el extremo C-terminal): segundo dominio (polipéptido de enrollamiento
al azar (o segmento del mismo)) - primer dominio (secuencia de aminoacidos que tiene y/o que media en una
actividad bioldgica).

También se prevé que va a usarse mas de un dominio que comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos
que tiene y/o que media en dicha actividad bioldgica en el contexto del constructo de proteina de la invencion. Por
ejemplo, la proteina biolégicamente activa puede comprender dos “primeros dominios”, es decir dos secuencias de
aminoacidos especificas que tienen y/o que median en una actividad biologica, mediante lo cual esta actividad
biolégica puede ser la misma o una actividad diferente. Si la proteina biolégicamente activa consiste en dos
“primeros dominios” de este tipo, es decir dos secuencias de aminoacidos especificas que tienen y/o que median en
una actividad bioldgica, y un “segundo dominio” (que comprende el polipéptido de enrollamiento al azar biosintético
(o segmento del mismo), el orden de dominios puede ser (desde el extremo N-terminal hasta el extremo C-terminal):
primer dominio (secuencia de aminoacidos que tiene y/o que media en una actividad biolégica especifica) - segundo
dominio (polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo)) - primer dominio (secuencia de aminoacidos
que tiene y/o que media en una actividad biolégica especifica (opcionalmente diferente)).

Las mismas explicaciones se aplican en casos en los que la proteina biolégicamente activa comprende mas de un
“segundo dominio” (es decir la proteina biolégicamente activa comprende mas de un polipéptido de enrollamiento al
azar (o segmento del mismo)). Si la proteina biolégicamente activa consiste en dos “segundos dominios” de este
tipo, es decir, dos dominios que comprenden el polipéptido de enrollamiento al azar biosintético (o segmento del
mismo), y un “primer dominio” (que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene y/o que media en una
actividad biolégica), el orden de dominios puede ser (desde el extremo N-terminal hasta el extremo C-terminal):
segundo dominio (polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo)) - primer dominio (secuencia de
aminoacidos que tiene y/o que media en una actividad biolégica especifica) -- segundo dominio (polipéptido de
enrollamiento al azar (o segmento del mismo)). Si la proteina biolégicamente activa comprende mas de un “segundo
dominio” en el presente documento se prevé que estos “segundos dominios” pueden ser idénticos o pueden ser
diferentes.

Tal como se menciond anteriormente, la proteina biolégicamente activa puede comprender mas de un “primer
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dominio”, es decir mas de una secuencia de aminoacidos especifica que tiene y/o que media en una actividad
biolégica y mas de un “segundo dominio” (polipéptido de enrollamiento al azar biosintético (o segmento del mismo)),
mediante lo cual estos “primeros dominios” pueden ser idénticos o diferentes y/o mediante lo cual dichos “segundos
dominios” pueden ser idénticos o diferentes. En tales casos, pueden concebirse los siguientes 6rdenes de dominios
a modo de ejemplo (desde el extremo N-terminal hasta el extremo C-terminal):

- primer dominio (secuencia de aminoacidos que tiene y/o que media en una actividad biologica especifica) -
segundo dominio (polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo)) - primer dominio (secuencia de
aminoacidos que tiene y/o que media en una actividad biolégica especifica) - segundo dominio (polipéptido de
enrollamiento al azar (o segmento del mismo));

- segundo dominio (polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo)) - primer dominio (secuencia de
aminoacidos que tiene y/o que media en una actividad biolégica especifica) -- primer dominio (secuencia de
aminoacidos que tiene y/o que media en una actividad biolégica especifica) - segundo dominio (polipéptido de
enrollamiento al azar (o segmento del mismo));

- primer dominio (secuencia de aminoacidos que tiene y/o que media en una actividad biologica especifica) -
segundo dominio (polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo)) - segundo dominio (polipéptido de
enrollamiento al azar (o segmento del mismo)) - primer dominio (secuencia de aminoacidos que tiene y/o que media
en una actividad biolégica especifica);

- segundo dominio (polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo)) - primer dominio (secuencia de
aminoacidos que tiene y/o que media en una actividad bioldgica especifica) - segundo dominio (polipéptido de
enrollamiento al azar (o segmento del mismo)) - primer dominio (secuencia de aminoacidos que tiene y/o que media
en una actividad biolégica especifica);

- segundo dominio (polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo)) - segundo dominio (polipéptido de
enrollamiento al azar (o segmento del mismo)) - primer dominio (secuencia de aminoacidos que tiene y/o que media
en una actividad bioldgica especifica) - primer dominio (secuencia de aminoacidos que tiene y/o que media en una
actividad bioldgica especifica); o

- primer dominio (secuencia de aminoacidos que tiene y/o que media en una actividad bioldgica especifica) - primer
dominio (secuencia de aminoacidos que tiene y/o que media en una actividad bioloégica especifica) - segundo
dominio (polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo)) - segundo dominio (polipéptido de
enrollamiento al azar (o segmento del mismo)).

Para un experto en la técnica, 6rdenes de dominios correspondientes adicionales (en particular en casos en los que
mas de dos “primeros dominios” o mas de dos “segundos dominios” estan comprendidos en la proteina
bioldgicamente activa) son facilmente concebibles.

Como con todas las realizaciones del presente polipéptido/proteina biolégicamente activa de la invencién, dicho(s)
dominio(s) que comprende(n) una secuencia de aminoacidos que tiene y/o que media en dicha actividad biolégica
también puede(n) ser un fragmento bioldgicamente activo de una proteina dada con una funcién bioldgica deseada.
Por tanto, el “segundo dominio” definido en el presente documento (preferiblemente que comprende el polipéptido de
enrollamiento al azar proporcionado en el presente documento (o segmento del mismo)) también puede estar
ubicado entre dos fragmentos biolégicamente activos de una proteina de interés o entre fragmentos biolégicamente
activos de dos proteinas de interés. Todas las explicaciones y definiciones facilitadas anteriormente en el presente
documento en el contexto de proteinas/polipéptidos de interés de “longitud completa” (es decir, cuando las
secuencias de aminoacidos tienen/median en una determinada actividad bioldgica por si solas) se aplican,
cambiando lo que sea necesario, en el contexto de tales fragmentos.

De nuevo, la invenciéon anterior no se limita a los constructos que comprenden un “dominio” con una “funcion
biolégica activa”. Los constructos de la presente invencion también pueden comprender dominios con ofras
funciones y no se limitan a actividades bioldgicas. Estas son simplemente realizaciones de la presente invencion y
resulta evidente para el experto en la técnica que otros constructos pueden realizarse facilmente y usarse sin
apartarse de la esencia de la presente invencion. Por consiguiente, lo dicho en el presente documento en el contexto
de “secuencia de aminoacidos que tiene y/o que media en una actividad bioldgica especifica” se aplica, cambiando
lo que sea necesario, para otros constructos, por ejemplo constructos que van a usarse en otros campos técnicos,
tales como la cosmética, procesamiento de alimentos, productos lacteos, producciéon de papel, etc. Tal como se
menciono anteriormente en el presente documento, los polipéptidos/polimeros biosintéticos de la presente invencién
también puede usarse para unirse por ejemplo a moléculas pequefias y similares.

De nuevo, debe indicarse que el término “secuencia de aminoacidos que tiene y/o que media en una primera
actividad biolégica” no se limita a polipéptidos de longitud completa que tienen y/o median en dicha actividad o
funcién bioldgica, sino también a fragmentos bioldgica y/o farmacolégicamente activos de los mismos.
Especialmente, pero no Unicamente, en un contexto en el que dos o mas “primeros dominios” tal como se define en
el presente documento estan comprendidos en la “proteina bioldgicamente activa” de la invencion, también se prevé
que estos “primeros dominios” son o representan diferentes partes de un complejo de proteina o fragmentos de tales
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partes de complejo de proteina.

Tal como se muestra a modo de ejemplo a continuacion en el presente documento, las proteinas biolégicamente
activas de la invencidon que se modifican para comprender un polipéptido de enrollamiento al azar muestran
sorprendentemente una estabilidad in vivo y/o in vitro aumentada en comparacion con proteinas biolégicamente
activas sin modificar que carecen de dicho dominio de enrollamiento al azar. Tal como se usa en el presente
documento, el término “estabilidad in vivo” se refiere a la capacidad de una sustancia especifica que se administra al
organismo vivo de permanecer biolégicamente disponible y biolégicamente activa. In vivo, una sustancia puede
retirarse y/o inactivarse debido a excrecion, filtracion renal, captacion hepatica, agregacion, degradacion y/u otros
procesos metabolicos. Por consiguiente, en el contexto de la presente invencion las proteinas biolégicamente
activas que tienen una estabilidad in vivo aumentada pueden excretarse menos rapidamente a través de los rifiones
(orina) o a través de las heces y/o pueden ser mas estables frente a proteolisis, en particular frente a proteolisis in
vivo en liquidos bioldgicos, tales como sangre, liquido cefalorraquideo, liquido peritoneal y linfa. En una realizacion,
la estabilidad in vivo aumentada de una proteina biolégicamente activa se manifiesta en una semivida en plasma
prolongada de dicha proteina biolégicamente activa. En particular, la estabilidad in vivo aumentada de la proteina
bioldgicamente activa es una semivida en plasma prolongada de dicha proteina biolégicamente activa que
comprende dicho segundo dominio en comparacion con la proteina bioldgicamente activa que carece del segundo
dominio.

En la técnica se conocen métodos para medir la estabilidad in vivo de proteinas biolégicamente activas. Tal como se
muestra a modo de ejemplo a continuacion en el presente documento, proteinas biolégicamente activas pueden
detectarse especificamente en el plasma sanguineo usando técnicas de inmunotransferencia de tipo Western o
ensayo de inmunoabsorcidon asociado a enzimas (ELISA). Sin embargo, el experto en la técnica es consciente de
que pueden emplearse otros métodos para medir especificamente la semivida en plasma de una proteina de interés.
Tales métodos incluyen, pero no se limitan a, la deteccion fisica de una proteina de interés marcada
radiactivamente. En la técnica se conocen métodos para el marcaje radiactivo de proteinas, por ejemplo, mediante
radioyodacion.

El término “estabilidad in vitro aumentada” tal como se usa en el presente documento se refiere a la capacidad de
una proteina biolégicamente activa de resistir la degradacion y/o agregacion y de conservar su actividad bioldgica
original en un entorno in vitro. En la técnica se conocen bien métodos para medir la actividad biolégica de proteinas
biolégicamente activas.

Ademas, se proporciona un conjugado de farmaco que comprende el polipéptido de enrollamiento al azar o
segmento de polipéptido descrito y definido en el presente documento y un farmaco de molécula pequefa que se
conjuga a dicho polipéptido de enrollamiento al azar o segmento de polipéptido. Ejemplos no limitativos de las
moléculas pequefias son doxorubicina, caliqueamicina, camptotecina, fumagilina, dexametasona, geldanamicina,
paclitaxel, docetaxel, irinotecan, ciclosporina, buprenorfina, naltrexona, naloxona, vindesina, vancomicina,
risperidona, aripiprazol, palonosetrdn, granisetron, citarabina, NX1838, leuprolida, goserelina, buserelina, octreotida,
teduglutida, cilengitida, abarelix, enfuvirtida, ghrelina y derivados, tubulisinas, derivados de platino, inhibidores de
integrina alfa 4, acidos nucleicos antisentido, ARN de interferencia pequefios, microARN, esteroides, aptameros de
ADN o ARN, péptidos, compuestos peptidomiméticos. En general, la presente invencion también se refiere a
constructos de farmaco que comprenden el polipéptido de enrollamiento al azar o segmento de polipéptido definido
en el presente documento y en particular moléculas farmacéutica o médicamente Utiles, tales como moléculas
pequefias, péptidos o biomacromoléculas tales como proteinas, acidos nucleicos, hidratos de carbono, vesiculas
lipidicas y similares. En la parte experimental ilustrativa adjunta (véase, por ejemplo, el ejemplo 22) se proporciona la
generacion satisfactoria de constructos/conjugados de la presente invencion, también constructos en los que se han
conjugado “moléculas quimicas pequefias” al polipéptido de enrollamiento al azar dado a conocer en el presente
documento. Por tanto, las presentes figuras e informacion experimental en las leyendas de figuras correspondientes
proporcionan ejemplos ilustrativos, en los que los conjugados de farmaco dados a conocer en el presente
documento comprenden (i) un polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o segmento de polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos que consiste Unicamente en residuos de aminoacido de prolina y alanina,
en el que dicha secuencia de aminoacidos consiste en al menos 50 residuos de aminoacido de prolina (Pro) y
alanina (Ala), y (ii) una molécula pequefia, que, como ilustracion, se selecciona de digoxigenina y fluoresceina. Debe
observarse que esto no son soélo ejemplos tedricos. La fluoresceina o derivados de fluoresceina se usan
habitualmente como compuestos de diagndstico, y se comercializan disoluciones de fluoresceina médicas con los
nombres comerciales Fluoescite®, AK-FLUOR® o Fluress®. Tales compuestos pueden beneficiarse ciertamente de
los medios y métodos proporcionados en el presente documento. La digoxigenina forma la parte esteroide de
digoxina, un metabolito vegetal secundario bien conocido con funcion cardioactiva que ademas contiene tres
azucares digitoxosa. La digoxina, y en menor medida el compuesto estrechamente relacionado digitoxina, se usan
ampliamente para el tratamiento de taquiarritmias ventriculares e insuficiencia cardiaca congestiva (Hauptman
(1999) Circulation 99: 1265-1270). Todos los esteroides cardioactivos son inhibidores potentes y altamente
especificos de la Na*/K*-ATPasa ubicada en la membrana plasmatica celular, ejerciendo por tanto efectos
inotrépicos positivos o simpaticoliticos.

Las definiciones y explicaciones facilitadas anteriormente en el presente documento en el contexto del polipéptido de
enrollamiento al azar o segmento de polipéptido del mismo se aplican, cambiando lo que sea necesario, en el
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contexto de conjugado de farmaco que comprende el polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento de
polipéptido del mismo) y un farmaco seleccionado del grupo que consiste en (a) una proteina biolégicamente activa
o un polipéptido que comprende o que es una secuencia de aminoacidos que tiene o media en una actividad
bioldgica y (b) un farmaco de molécula pequenia.

El polimero de aminoacidos que forma una conformacion de enrollamiento al azar/el polipéptido de enrollamiento al
azar (o segmento del mismo) tal como se define y se proporciona en el presente documento puede conjugarse a una
molécula pequefa/farmaco de molécula pequefia. Por medio de esto, puede aumentarse la semivida en plasma y/o
solubilidad de la molécula pequefia/farmaco de molécula pequefia, puede reducirse la toxicidad inespecifica, y la
exposicion prolongada de farmaco activo a células o estructuras diana en el organismo puede dar como resultado
farmacodinamia potenciada.

Es posible una conjugacion especifica del sitio del extremo N-terminal del polipéptido de enrollamiento al azar con
un derivado de farmaco activado, por ejemplo tal como derivado de éster de N-hidroxisuccinimida (NHS)
(Hermanson (1996) Bioconjugate Techniques, Academic Press, San Diego, CA). Generalmente, el grupo amino N-
terminal puede acoplarse quimicamente con una amplia variedad de grupos funcionales tales como aldehidos y
cetonas (para formar bases de Schiff, que pueden reducirse para dar aminas usando borohidruro de sodio o
cianoborohidruro de sodio, por ejemplo) o para dar derivados de acido carbdnico activados (anhidridos, cloruros,
ésteres y similares, para formar amidas) o para dar otros productos quimicos reactivos tales como isocianatos,
isotiocianatos, cloruros de sulfonilo, etc. Ademas, el extremo N-terminal del polimero de aminoacidos/polipéptido
puede modificarse en primer lugar con un grupo protector adecuado, por ejemplo un grupo acetilo, un grupo BOC o
un grupo FMOC (Jakubke (1996) Peptide. Spektrum Akdemischer Verlag, Heidelberg, Alemania). Ademas, el
extremo amino-terminal puede protegerse mediante un grupo piroglutamilo, que puede formarse a partir de un
residuo de aminoacido de GIn codificado que precede al polipéptido de Pro/Ala o segmento de polipéptido. Tras la
activacion del grupo carboxilato C-terminal, por ejemplo usando los reactivos comunes EDC (N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida) y NHS, puede lograrse el acoplamiento especifico del sitio al extremo C-
terminal del polipéptido de enrollamiento al azar protegido si el farmaco porta un grupo amino libre, por ejemplo.

Alternativamente, el extremo N-terminal o el extremo C-terminal del polimero de aminoacidos que forma una
conformacion de enrollamiento al azar/el polipéptido de enrollamiento al azar puede modificarse con un reactivo de
union comercialmente disponible que proporciona un grupo maleimida, permitiendo por tanto el acoplamiento
quimico a un grupo tiol como parte de la molécula de farmaco. De esta manera pueden obtenerse faciimente
conjugados de farmaco uniformes. Pueden usarse técnicas similares, que se conocen bien en la técnica
(Hermanson (1996), citado anteriormente), para acoplar el polipéptido de enrollamiento al azar a un péptido o incluso
a un farmaco de proteina. Tales péptidos o proteinas pueden prepararse facilmente portando una cadena lateral de
Lys o Cys, que permite su acoplamiento in vitro al polimero de aminoacidos que forma una conformacion de
enrollamiento al azar a través de grupos activos de maleimida o éster de NHS. Generalmente, pueden prepararse
conjugados de farmaco similares con proteinas de fusién que comprenden el polipéptido de enrollamiento al azar (o
segmento del mismo). Sin embargo, y tal como se ilustra en los ejemplos y figuras adjuntos, la presente invencion
también proporciona la preparacion de polipéptidos de enrollamiento al azar o segmentos de polipéptido de
enrollamiento al azar segun esta comprendido en los conjugados innovadores de la presente invencion.

Como alternativa a una unica conjugacion especifica del sitio, el polipéptido de enrollamiento al azar puede
equiparse con cadenas laterales adicionales, en el extremo N o C-terminal o de manera interna, adecuadas para su
modificacion quimica, tales como residuos de lisina con sus grupos g-amino, residuos de cisteina con sus grupos tiol,
o incluso aminoacidos no naturales, permitiendo la conjugacion de multiples moléculas pequefias usando, por
ejemplo, grupos activos de maleimida o éster de NHS.

Aparte de la conjugacion estable, puede unirse transitoriamente un profarmaco al polipéptido de enrollamiento al
azar. La union puede disefiarse para escindirse in vivo, de una manera predecible, o bien mediante un mecanismo
enzimatico o bien mediante hidrdlisis lenta iniciada a pH fisiolégico de manera similar, por ejemplo, al agente
antitumoral escasamente soluble camptotecina que se conjugd a un polimero de PEG, logrando por tanto una
biodistribucion aumentada, toxicidad reducida, eficacia potenciada y acumulacién tumoral (Conover (1998) Cancer
Chemother Pharmacol, 42:407-414). Ejemplos de profarmacos adicionales son agentes quimioterapicos tales como
docetaxel (Liu (2008) J Pharm Sci. 97:3274-3290), doxorubicina (Veronese (2005) Bioconjugate Chem. 16: 775-784)
o paclitaxel (Greenwald (2001) J Control Release 74:159-171).

Ademas, la molécula pequefia puede acoplarse a una proteina de fusiébn que comprende el polimero de
aminoacidos/polipéptido genéticamente fusionada a un dominio de direccionamiento, por ejemplo un fragmento de
anticuerpo, dando por tanto como resultado un suministro especifico del farmaco de molécula pequefia. En este
Ultimo caso, pueden generarse facilmente inmunotoxinas mediante conjugacién con una molécula pequefia
citotoxica si se dirige el dominio de direccionamiento contra un receptor de superficie celular que experimenta
internalizacion, por ejemplo.

Por tanto, segun lo anterior, la presente invencion también se refiere a proporcionar el polipéptido de enrollamiento
al azar biosintético o segmento de polipéptido dado a conocer en el presente documento que comprende una
secuencia de aminoacidos que consiste Unicamente en residuos de aminoacido de prolina y alanina para su
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acoplamiento suplementario y adicional con otros compuestos de eleccion. Dicho acoplamiento suplementario y/o
adicional puede ser y/o puede comprender el primer acoplamiento de dicho polipéptido de enrollamiento al azar
biosintético o segmento de polipéptido de enrollamiento al azar biosintético con o a otro compuesto.

En otra realizacién, la presente invencion se refiere a moléculas de acido nucleico que codifican para los
polipéptidos de enrollamiento al azar (o segmentos de los mismos) o proteinas biolégicamente activas tal como se
describe en el presente documento. Por consiguiente, dicha molécula de acido nucleico puede comprender una
secuencia de acido nucleico que codifica para un polipéptido que tiene actividad biolégica y una secuencia de acido
nucleico que codifica para el polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo). Se pretende que el
término “molécula de acido nucleico”, tal como se usa en el presente documento, incluya moléculas de acido
nucleico tales como moléculas de ADN y moléculas de ARN. Dicha molécula de acido nucleico puede ser
monocatenaria o bicatenaria, pero preferiblemente es ADN bicatenario. Preferiblemente, dicha molécula de acido
nucleico puede estar comprendida en un vector.

Por consiguiente, la presente divulgacién también se refiere a una molécula de acido nucleico que codifica para el
polipéptido de enrollamiento al azar o segmento de polipéptido segin estd comprendido en los conjugados
proporcionados en el presente documento, tal como un conjugado de farmaco tal como se define en el presente
documento. La presente invencién se refiere a una molécula de acido nucleico que codifica para un conjugado de
proteina que comprende una proteina biolégicamente activa tal como se definié anteriormente y que comprende,
adicionalmente, un polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o segmento de polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos que consiste Unicamente en residuos de aminoacido de prolina y alanina, en el que dicha
secuencia de aminoacidos consiste en al menos 50 residuos de aminoacido de prolina (Pro) y alanina (Ala).

En una realizacion se proporciona una molécula de acido nucleico que codifica para un conjugado de farmaco tal
como se definié anteriormente, comprendiendo dicha molécula de acido nucleico

(i) una secuencia de acido nucleico que codifica para una secuencia de aminoacidos y/o lider traducida;

(i) una secuencia de acido nucleico que codifica para un polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o
segmento de polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que consiste Unicamente en residuos de
aminoacido de prolina y alanina, en el que dicha secuencia de aminoacidos consiste en al menos 50 residuos de
aminoacido de prolina (Pro) y alanina (Ala);

(iii) una secuencia de acido nucleico que codifica para una proteina biolégicamente activa o dicho polipéptido que
comprende o que es una secuencia de aminoacidos que tiene o que media en una actividad bioldgica; y

(iv) una secuencia de acido nucleico que representa o es un codén de terminacioén de la traduccion.

La “secuencia de aminoacidos y/o lider traducida” anteriormente mencionada en (i) puede ser, por ejemplo, la “M” de
iniciacion, es decir una metionina derivada de un codén de iniciacién correspondiente, también puede comprender
secuencias no traducidas de un ARNm tal como la secuencia en 5’ hasta un codén de iniciaciéon que comprende, por
ejemplo, un sitio de union a ribosoma. Sin embargo, una secuencia de este tipo también puede comprender
secuencias lider y/o sefial clasicas, por ejemplo, para la secrecion de una proteina expresada en el periplasma o en
un medio de cultivo. Péptidos sefial procariotas son, por ejemplo, OmpA, MalE, PhoA, DsbA, pelB, Afa, npr, STII.
Péptidos sefial eucariotas son, por ejemplo, secuencia sefial de melitina de abejas, secuencia sefial de glicoproteina
acida gp67, secuencia sefal de IgM de ratén, secuencia sefial de hGH.

Anteriormente en el presente documento se han proporcionado proteinas biolégicamente activas o polipéptidos que
comprenden o que son una secuencia de aminoacidos que tiene o que media en una actividad biolégica asi como
otras proteinas de interés, tales como una proteina que va a emplearse en otros sectores industriales. Dichas
realizaciones se aplican, cambiando lo que sea necesario, para la molécula de acido nucleico (partes/segmentos
(iii)) tal como se ilustré anteriormente en el presente documento.

En la técnica se conocen bien codones de terminacién de la traduccién que van a emplearse en la molécula de acido
nucleico proporcionada en el presente documento y son, por ejemplo codones UAA, UAG o UGA.

En una realizacion de la molécula de acido nucleico tal como se proporcioné anteriormente en el presente
documento dichas partes/segmentos de molécula de acido nucleico (ii) y (iii) intercambian su posicion en dicha
molécula de acido nucleico que codifica para un conjugado de farmaco. Una molécula de acido nucleico de este tipo
comprendera el siguiente orden de partes/segmentos:

(i) una secuencia de acido nucleico que codifica para una secuencia de aminoacidos y/o lider traducida;

(ii) una secuencia de acido nucleico que codifica para una proteina bioldgicamente activa o dicho polipéptido que
comprende o que es una secuencia de aminoacidos que tiene o que media en una actividad bioldgica;

(iii) una secuencia de acido nucleico que codifica para un polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o
segmento de polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que consiste Unicamente en residuos de
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aminoacido de prolina y alanina, en el que dicha secuencia de aminoacidos consiste en al menos 50 residuos de
aminoacido de prolina (Pro) y alanina (Ala); y

(iv) una secuencia de acido nucleico que representa o es un codén de terminacioén de la traduccion.

Las moléculas de acido nucleico tal como se proporcioné anteriormente en el presente documento también pueden
comprender, opcionalmente, entre las partes/segmentos (i) y (ii) y/o entre las partes/segmentos (ii) y (iii), un sitio de
escision por proteasa y/o quimica y/o un sitio de reconocimiento. Tales sitios de escision quimica se conocen bien
en la técnica, y comprenden por ejemplo secuencias de aminoacidos individuales especificas (véase, por ejemplo
Lottspeich y Engels (Hrsg.) (2006) Bioanalytik. 2. Auflage. Spektrum Akademischer Verlag, Elsevier, Munich,
Alemania). Por ejemplo, bromuro de ciandgeno o cloruro de cianégeno escinde el enlace peptidico tras un residuo
de Met; hidroxilamina escinde el enlace asparaginil-glicilo; acido férmico escinde Asp-Pro; 2-(2’-nitrofenilsulfenil)-3-
metil-3-bromoinolenina, acido 2-yodosobenzoico o N-clorosuccinimida tras Trp; acido 2-nitro-5-tiocianatobenzoico
tras Cys. También se prevé y es posible que el residuo que precede al polipéptido de Pro/Ala o segmento de
polipéptido puede sustituirse por Met mediante mutagénesis dirigida al sitio y entonces puede escindirse la proteina
de fusion resultante mediante BrCN. De manera similar, pueden introducirse otras secuencias de aminoacidos que
comprenden sitio de escisidon en la proteina de fusién recombinante o su acido nucleico codificante mediante
mutagénesis dirigida al sitio.

En la técnica también se conocen sitios de reconocimiento/escision por proteasa utiles. Estos comprenden, pero no
se limitan a: tripsina, quimotripsina, enterocinasa, proteasa de grabado del tabaco (TEV), proteasa PreScission,
proteasa 3C de HRV, SUMO proteasa, sortasa A, granzima B, furina, trombina, factor Xa o inteina autoescindible. El
factor Xa hidroliza el enlace peptidico en el extremo C-terminal de la secuencia de aminoacidos lleGluGlyArg, que
puede insertarse entre la pareja de fusion N-terminal y el polipéptido de Pro/Ala o segmento de polipéptido. Un
método particularmente sencillo para lograr la escisioén proteolitica sera mediante inserciéon o sustitucion de una
cadena lateral de Lys o Arg en el extremo N-terminal del polipéptido de Pro/Ala o segmento de polipéptido seguido
por digestion con tripsina, que no escinde dentro del polipéptido de Pro/Ala o segmento de polipéptido siempre que
se eviten cadenas laterales de Lys o Arg internas. Sitios de reconocimiento ilustrativos son, sin ser limitativos, D-D-
D-D-K (enterocinasa), ENLYFQ(G/S) (proteasa de TEV), I-(E/D)-G-R (factor Xa), L-E-V-L-F-Q-G-P (3C de HRV), R-
X-(K/R)-R (furina), LPXTG (sortasa A), L-V-P-R-G (trombina) o I-E-X-D-X-G (granzima B).

Tal como resulta evidente a partir de la divulgacion anteriormente en el presente documento, la presente invencion
proporciona polipéptidos de enrollamiento al azar biosintéticos producidos de manera recombinante y segmentos de
polipéptido que pueden conjugarse con polipéptidos o moléculas pequefias farmacéuticamente activos.

Se describe un acido nucleico que codifica para un polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o segmento de
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que consiste Unicamente en residuos de aminoacido de
prolina y alanina en el que dicha secuencia de aminoacidos consiste en al menos 50 residuos de aminoacido de
prolina (Pro) y alanina (Ala), comprendiendo dicha molécula de acido nucleico

(i) una secuencia de acido nucleico que codifica para una secuencia de aminoacidos y/o lider traducida;

(ii) una secuencia de acido nucleico que codifica para dicho polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o
segmento de polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que consiste Unicamente en residuos de
aminoacido de prolina y alanina; y

(iii) una secuencia de acido nucleico que representa o es un codon de terminacion de la traduccion.

Una molécula de acido nucleico de este tipo puede comprender, opcionalmente, entre (i) y (ii) un sitio de escision por
proteasa y/o quimica y/o un sitio de reconocimiento.

También para esta molécula de acido nucleico, las realizaciones proporcionadas anteriormente en el presente
documento en el contexto de las dos primeras moléculas de acido nucleico descritas (es decir un sitio de escision
por proteasa y/o quimica y/o un reconocimiento) se aplican en este caso cambiando lo que sea necesario.

Las secuencias sefal utiles e ilustrativas que van a emplearse en el contexto de esta invencién comprenden, pero
no se limitan a, secuencias procariotas tales como: OmpA, MalE, PhoA, DsbA, pelB, Afa, npr, STIl o secuencias
eucariotas tales como: secuencia sefial de melitina de abejas, secuencia sefal de glicoproteina acida gp67,
secuencia sefal de IgM de ratén, secuencia sefial de hGH.

En particular la molécula de acido nucleico que codifica para el polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o
segmento de polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que consiste Unicamente en residuos de
aminoacido de prolina y alanina de la presente invencion es Util en métodos tal como también se proporciona a
continuacion en el presente documento y tal como se ilustra en los ejemplos y figuras adjuntos. Un polipéptido de
enrollamiento al azar o segmento de polipéptido de enrollamiento al azar expresado de este tipo puede aislarse, por
ejemplo, de células huésped que expresan un polipéptido de enrollamiento al azar o segmento de polipéptido de
enrollamiento al azar de este tipo. Tales células huésped pueden ser células transfectadas, por ejemplo con un
vector tal como se proporciona en el presente documento.
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Por tanto, se prevé transfectar células con la molécula de acido nucleico o vectores tal como se describe en el
presente documento. En una realizacion adicional, la presente invencion se refiere a moléculas de acido nucleico
que, tras la expresion, codifican para el polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo) o proteinas
biolégicamente activas de la invencién. Sin embargo, en una realizacién adicional, la presente invencion se refiere a
moléculas de acido nucleico que, tras la expresion, codifican para los polipéptidos dados a conocer en el presente
documento que, en su totalidad o en parte, forman/adoptan una conformacién de enrollamiento al azar en disolucién
acuosa o en condiciones fisiologicas. Dichas moléculas de acido nucleico pueden fusionarse a secuencias de control
de la expresion adecuadas conocidas en la técnica para garantizar una transcripcién y traduccion apropiadas del
polipéptido asi como secuencias sefial para garantizar una secrecion celular o direccionamiento a organulos. Tales
vectores pueden comprender genes adicionales tales como genes marcadores que permiten la seleccion de dicho
vector en una célula huésped adecuada y en condiciones adecuadas.

Preferiblemente, la molécula de acido nucleico de la invencién esta comprendida en un vector recombinante en el
que una molécula de acido nucleico que codifica para la proteina biolégicamente activa descrita en el presente
documento esta operativamente unida a las secuencias de control de la expresion permitiendo la expresion en
células procariotas o eucariotas. La expresion de dicha molécula de acido nucleico comprende la transcripcién de la
molécula de acido nucleico para dar un ARNm que puede traducirse. Los elementos reguladores que permiten la
expresion en células huésped procariotas comprenden, por ejemplo, los promotores lambda PL, lac, trp, tac, ara,
phoA, tet o T7 en E. coli. Los expertos en la técnica conocen bien posibles elementos reguladores que garantizan la
expresion en células eucariotas, preferiblemente células de mamifero o levadura. Habitualmente comprenden
secuencias reguladoras que garantizan el inicio de la transcripcion y opcionalmente sefiales de poli-A que realizan la
terminacion de la transcripcion y estabilizacion del transcrito. Los elementos reguladores adicionales pueden incluir
potenciadores de la transcripcion asi como de la traduccion, y/o regiones de promotor heterélogas o asociadas de
manera natural. Ejemplos de elementos reguladores que permiten la expresion en células huésped eucariotas son
los promotores AOX1 o GAL1 en levadura o los promotores de CMV, SV40, RSV (virus del sarcoma de Rous),
potenciador de CMV, potenciador de SV40 o un intron de globina en células de mamifero y de otros animales.
Aparte de los elementos que son responsables del inicio de la transcripcion, tales elementos reguladores también
pueden comprender sefales de terminacion de la transcripcion, tales como el sitio de poli-A de SV40 o el sitio de
poli-A de tk, en el sentido de 3’ desde la regién codificante.

Pueden usarse métodos que conocen bien los expertos en la técnica para construir vectores recombinantes
(véanse, por ejemplo, las técnicas descritas en Sambrook (1989), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory NY y Ausubel (1989), Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing Associates
and Wiley Interscience, NY). En este contexto, en la técnica se conocen vectores de expresion adecuados tales
como vector de expresion de ADNc de Okayama-Berg pcDV1 (Pharmacia), pCDM8, pRc/CMV, pcDNA1, pcDNA3,
pPICZalfa A (Invitrogen) o pSPORT1 (GIBCO BRL). Ademas, dependiendo del sistema de expresion que se usa,
pueden afadirse secuencias lider, que pueden dirigir el polipéptido a un compartimento celular o secretarlo en el
medio de cultivo, a la secuencia codificante de la molécula de acido nucleico de la invencion.

La presente invencion también se refiere a vectores, particularmente plasmidos, cosmidos, virus y bacteriéfagos, que
se emplean convencionalmente en ingenieria genética, que comprenden una molécula de acido nucleico que
codifica para el polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo) o la proteina biolégicamente activa de
la invencién. Preferiblemente, dicho vector es un vector de expresion y/o un vector de direccionamiento o
transferencia génica. Pueden usarse vectores de expresion derivados de virus tales como retrovirus, virus vaccinia,
virus adenoasociado, virus del herpes o virus del papiloma bovino, para el suministro de los polinucleétidos o vector
de la invencién al interior de poblaciones celulares seleccionadas como diana.

Los vectores que contienen las moléculas de acido nucleico de la invenciéon pueden transfectarse al interior de la
célula huésped mediante métodos bien conocidos, que varian dependiendo del tipo de célula. Por consiguiente, la
invencion se refiere ademas a una célula que comprende dicha molécula de acido nucleico o dicho vector. Tales
métodos incluyen, por ejemplo, las técnicas descritas en Sambrook (1989), citado anteriormente y Ausubel (1989),
citado anteriormente. Por consiguiente, la electroporacion o la transfeccion con cloruro de calcio se usan
habitualmente para células procariotas, mientras que puede usarse la electroporacion o el tratamiento con fosfato de
calcio para otros huéspedes celulares (Sambrook (1989), citado anteriormente). Como alternativa adicional, las
moléculas de acido nucleico y vectores de la invencién pueden reconstituirse para dar liposomas para su suministro
a células diana. La molécula de acido nucleico o vector de la invencidon que esta presente en la célula huésped
puede o bien integrarse en el genoma de la célula huésped o bien puede mantenerse de manera extracromosémica.
Por consiguiente, la presente invencion también se refiere a una célula huésped que comprende la molécula de
acido nucleico y/o el vector de esta invencion. En la técnica se conocen bien células huésped para la expresion de
polipéptidos y comprenden células procariotas asi como células eucariotas, por ejemplo células de E. coli, células de
levadura, células de invertebrados, células CHO, células CHO-K1, células HEK 293, células Hela, células de mono
COS-1, células de melanoma tales como células de Bowes, células L-929 de ratén, lineas celulares 3T3 derivadas
de ratones suizos, Balb-c o NIH, lineas celulares de hamster BHK o HaK y similares.

En un aspecto adicional, la presente invencion comprende métodos para la preparacion de los conjugados de la
presente invencion asi como el polipéptido de enrollamiento al azar biosintético (o segmento del mismo) o proteinas
biolégicamente activas proporcionadas en el presente documento y que comprenden cultivar la célula (huésped) de
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esta invencion y aislar dicho polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo) o el conjugado o una
proteina biolégicamente activa a partir del cultivo tal como se describe en el presente documento. En general, €l
polipéptido de enrollamiento al azar de la invencién (o segmento del mismo), el conjugado o proteina biolégicamente
activa que comprende un dominio de enrollamiento al azar puede producirse mediante tecnologia de ADN
recombinante, por ejemplo cultivando una célula que comprende la molécula de acido nucleico descrita o vectores
que codifican para la proteina biolégicamente activa de la invencién o polipéptido de enrollamiento al azar (o
segmento del mismo) y aislando dicha proteina/polipéptido a partir del cultivo. La proteina biolégicamente activa de
la invencion o polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo) puede producirse en cualquier sistema
de cultivo celular adecuado incluyendo células procariotas, por ejemplo E. coli BL21, KS272 o JM83, o células
eucariotas, por ejemplo cepa X-33 de levadura Pichia pastoris o células CHO. Pueden obtenerse lineas celulares
adecuadas adicionales conocidas en la técnica a partir de depositarios de lineas celulares tales como la Coleccion
americana de cultivos tipo (ATCC).

Se pretende que el término “procariota” incluya células bacterianas mientras que se pretende que el término
“eucariota” incluya células de levadura, plantas superiores, insectos y mamiferos. Los huéspedes transformados
pueden hacerse crecer en fermentadores y cultivarse segun técnicas conocidas en la técnica para lograr un
crecimiento celular éptimo. En una realizacién adicional, la presente invencién se refiere a un procedimiento para la
preparacion de un polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo) o una proteina biolégicamente activa
descrita anteriormente que comprende cultivar una célula de la invencién en condiciones adecuadas para la
expresion de la proteina biolégicamente activa o polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo) y
aislar dicha proteina/polipéptido a partir de la célula o del medio de cultivo.

Preferiblemente el polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo) en si mismo de la presente
invencion no comprende ningln grupo quimicamente reactivo, excepto, posiblemente, por un grupo amino primario
(o, en el caso de prolina, secundario) N-terminal y un grupo carboxilato en el extremo C-terminal del polimero. Sin
embargo, resulta evidente para el experto en la técnica que el polipéptido/polimero de enrollamiento al azar
biosintético tal como se proporciona en el presente documento puede comprender un grupo quimicamente reactivo,
por ejemplo cuando dicho polipéptido de enrollamiento al azar/polimero forma parte de una “proteina de
fusion”/“constructo de fusién”. Tal como también se describié anteriormente, el polipéptido de enrollamiento al azar
biosintético (o segmento del mismo) puede prepararse mediante expresion recombinante en una célula transformada
de varias maneras segun métodos bien conocidos por el experto en la técnica, por ejemplo: (i) expresion directa en
el citoplasma con la ayuda de un codén de iniciacion/residuo de Met N-terminal; (ii) secrecion mediante un péptido
sefial N-terminal, por ejemplo OmpA, PhoA (Monteilhet (1993) Gene. 1993 125:223-228), melitina (Tessier (1991)
Gene 98: 177-183), interleucina 2 (Zhang (2005) J Gene Med 7: 354-365), hGH (Pecceu (1991) Gene 97(2):253-
258) y similares, seguido por escision intracelular dando como resultado el extremo N-terminal maduro, tal como Ala
o Pro; (iii) expresion como proteina de fusion con otra proteina soluble, por ejemplo, proteina de unién a maltosa en
el extremo N-terminal y con un sitio de escision por proteasa intercalado (Kapust y Waugh (2000) Protein Expr. Purif.
19:312-318), seguido por escisién con proteasa especifica in vitro o in vivo, liberando por tanto el polimero de
aminoacidos/polipéptido con su extremo N-terminal maduro, tal como Ala o Pro. Otra pareja de fusiéon adecuada es
la proteina SUMO, que puede escindirse mediante SUMO proteasa, tal como se describe en los ejemplos 20 y 21.
Las parejas de fusion adicionales incluyen, sin limitacion, glutation-S-transferasa, tiorredoxina, un dominio de unién a
celulosa, un dominio de unién a albumina, una proteina fluorescente (tal como GFP), proteina A, proteina G, una
inteina y similares (Malhotra (2009) Methods Enzymol. 463:239-258).

Tal como se explico anteriormente, los polipéptidos de enrollamiento al azar (o segmentos de polipéptido)/polimeros
descritos consisten predominantemente en residuos de alanina y prolina, mientras que serina, treonina o asparagina,
que se requieren para la O o N-glicosilacion, estan preferiblemente ausentes. Por tanto, la produccion del propio
polipéptido o de una proteina biolégicamente activa que comprende el polipéptido de enrollamiento al azar (o
segmento de polipéptido del mismo) o, generalmente, una proteina de fusion que comprende el polipéptido de
enrollamiento al azar (o segmento de polipéptido del mismo) puede dar sorprendentemente como resultado un
producto monodispersado preferiblemente carente de modificaciones tras la traducciéon dentro de la secuencia de
Pro-Ala. Esto es una ventaja para la produccion de proteinas recombinantes en células eucariotas, tales como
células de ovario de hamster chino (CHO) o levadura, que se eligen con frecuencia para la biosintesis de proteinas
complejas. Por ejemplo, se ha usado levadura para la produccion de proteinas terapéuticas aprobadas tales como
insulina, factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos, factor de crecimiento derivado de plaquetas o
hirudina (Gerngross (2004) Nat. Biotechnol. 22:1409-1414). Las células CHO han servido para la produccion de
proteinas terapéuticas tales como factor de coagulacion IX, interferén B-1a, tenecteplasa (Chu (2001) Curr. Opin.
Biotechnol. 12:180-187) o gonadotropinas, en las que el glicocomponente puede influir positivamente sobre varios
aspectos tales como actividad funcional, plegamiento, dimerizacion, secrecion asi como interaccion con receptor,
transduccion de sefiales y aclaramiento metabdlico (Walsh (2006) Nat. Biotechnol. 24:-1241-1252). Por
consiguiente, la preparacion de los constructos, polipéptidos de enrollamiento al azar y conjugados de la invencion
en sistemas de expresion eucariotas también se da a conocer en el contexto de la presente invencion.

Con los medios y métodos proporcionados en el presente documento ahora es posible fabricar y proporcionar los
conjugados y moléculas dados a conocer en el presente documento que comprenden (i) un polipéptido de
enrollamiento al azar biosintético o segmento de polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que
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consiste Unicamente en residuos de aminoacido de prolina y alanina y (ii) una molécula de interés adicional, tal como
una proteina util, un segmento de proteina o una molécula pequefia. Por tanto, la presente invencion también
proporciona métodos para la preparacion o fabricacion de tales conjugados asi como de polipéptidos de
enrollamiento al azar biosintéticos y/o moléculas o conjugados que comprenden los mismos. Por consiguiente, la
presente invencion también proporciona un método para la preparacion y/o fabricacion de un polipéptido de
enrollamiento al azar o un segmento de polipéptido de enrollamiento al azar segun estda comprendido en los
conjugados de farmaco. También se proporcionan métodos para la preparacion y/o fabricacién de la proteina
bioldgicamente activa o conjugado que comprende el polipéptido de enrollamiento al azar o el segmento de
polipéptido de enrollamiento al azar. Ademas, se proporcionan métodos para la preparacion y/o fabricacion y/o para
la preparacion y/o fabricacion de un polipéptido que comprende o que es una secuencia de aminoacidos que tiene o
que media en una actividad biolégica y que comprende adicionalmente dicho polipéptido de enrollamiento al azar o
segmento de polipéptido de enrollamiento al azar. Estos métodos comprenden en particular (como una etapa) el
cultivo de la célula (huésped) tal como se proporcioné anteriormente en el presente documento y (como etapa
adicional) el aislamiento de dicho polipéptido de enrollamiento al azar o proteina biolégicamente activa y/o dicha
proteina biolégicamente activa y/o dicho polipéptido conjugado a partir del cultivo o a partir de dicha célula.
Entonces, este enrollamiento al azar aislado, polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o segmento de
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que consiste Unicamente en residuos de aminoacido de
prolina y alanina asi como el conjugado aislado pueden procesarse adicionalmente. Por ejemplo, dicho polipéptido
de enrollamiento al azar biosintético o segmento de polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que
consiste Unicamente en residuos de aminoacido de prolina y alanina puede unirse o acoplarse quimicamente a una
molécula de interés, tal como también se muestra en los ejemplos adjuntos. Ademas, y como alternativa, la molécula
de interés puede conjugarse enzimaticamente, por ejemplo, mediante transglutaminasa (Besheer (2009) J Pharm
Sci. 98:4420-8) u otras enzimas (Subul (2009) Org. Biomol. Chem. 7:3361-3371) a dicho polipéptido de
enrollamiento al azar biosintético o segmento de polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que
consiste en residuos de aminoacido de prolina y alanina.

El polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo) y/o un conjugado de proteina que comprende
polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo) y una proteina de interés, tal como una proteina
bioldgica o terapéuticamente activa o una proteina que va a usarse, por ejemplo, en métodos de diagndstico, puede
aislarse (entre otras cosas) a partir del medio de crecimiento, lisados celulares, periplasma o fracciones de
membrana celular. (De nuevo, la presente invencion no se limita a conjugados (de proteina) que son utiles en un
entorno médico o farmacéutico. Los medios y métodos proporcionados en el presente documento también tienen
utilidad en otros sectores industriales, tales como, pero sin limitarse a, industria alimentaria y de bebidas, industria
de nutrientes, industria del papel, industria de biorreactivos, industria de reactivos y herramientas de investigacion,
industrias en las que van a usarse enzimas, industria cosmética, procesamiento de petroleo y recuperacion de
petréleo, y similares). El aislamiento y la purificacion de los polipéptidos expresados de la invencién pueden
realizarse mediante cualquier medio convencional (Scopes (1982) “Protein Purification”, Springer, Nueva York, NY),
incluyendo precipitacion con sulfato de amonio, purificacion por afinidad, cromatografia en columna, electroforesis en
gel y similares, y pueden implicar el uso de anticuerpos monoclonales o policlonales dirigidos, por ejemplo, contra
una cola fusionada con la proteina biolégicamente activa de la invencion. Por ejemplo, la proteina puede purificarse
mediante Strep-tag Il usando cromatografia de afinidad por estreptavidina (Skerra (2000) Methods Enzymol.
326:271-304) tal como se describe en los ejemplos adjuntos. Se prefieren polipéptidos sustancialmente puros con
una homogeneidad de al menos aproximadamente el 90 al 95% (a nivel de proteina), y lo mas preferido es una
homogeneidad del 98 al 99% o mas, en particular para uso/aplicaciones farmacéuticas. Dependiendo de la célula
huésped/organismo empleado en el procedimiento de produccion, los polipéptidos de la presente invencion pueden
estar glicosilados o no glicosilados.

La invencion se refiere ademas al uso de la proteina bioldgicamente activa, el polipéptido de enrollamiento al azar (o
segmento del mismo) o los conjugados, tales como los conjugados de farmaco de la invencion, la molécula de acido
nucleico de la invencion, el vector de la invencién o la célula (huésped) de la invencion para la preparacion de un
medicamento, en los que dicha proteina biolégicamente activa o farmaco (o cualquier otra molécula pequefa o
proteina de interés) tiene una estabilidad in vivo y/o in vitro aumentada en comparacién con una molécula de control
que no comprende o0 que no esta unida a un polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o segmento de
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que consiste Unicamente en residuos de aminoacido de
prolina y alanina, en el que dicha secuencia de aminoacidos consiste en al menos 50 residuos de aminoacido de
prolina (Pro) y alanina (Ala).

En aun otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método para el tratamiento de enfermedades y/o
trastornos que se benefician de la estabilidad mejorada de dicha proteina biolégicamente activa o farmaco, que
comprende administrar la proteina biolégicamente activa o conjugado de farmaco tal como se describe en el
presente documento a un mamifero que necesita tal tratamiento. Dependiendo de la actividad bioldgica de la
proteina o conjugado de farmaco de la invencion, el experto puede determinar facilmente qué enfermedad/trastorno
va a tratarse con una proteina biolégicamente activa o conjugado de farmaco de la invencion especifico. En la
siguiente tabla se indican algunos ejemplos no limitativos:

| Proteina biolégicamente activa (o | Trastorno/enfermedad que va a tratarse |
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componente/fragmento biolégicamente activo de la
misma) o farmaco

factor estimulante de colonias de granulocitos

neutropenia relacionada con quimioterapia y/o
cancer

hormona del crecimiento humana

retraso del crecimiento y/o hipoglucemia
relacionado con carencia de hormona del
crecimiento

interferén a cancer, infeccion viral, hepatitis C

interferon enfermedad autoinmunitaria, esclerosis multiple
interferon y infeccion viral

factor de necrosis tumoral cancer

interleucina-20 psoriasis

o-galactosidasa A enfermedad de Fabry

antagonista de miostatina sarcopenia

polipéptido inhibidor gastrico diabetes tipo 2

antitripsina alfa-1

terapia de reposicion de enzimas, fibrosis quistica,
enfermedades pulmonares obstructivas crénicas,
sindrome respiratorio agudo, asma grave

eritropoyetina

anemia

factor de coagulacion VIII hemofilia

gp120/gp160 VIH

receptor de factor de necrosis tumoral | y Il soluble enfermedad inflamatoria

reteplasa trombosis, infarto de miocardio

exendina-4 diabetes

antagonista de receptor de interleucina-1 (IL-1ra; | enfermedad autoinmunitaria, artritis reumatoide
anakinra)

interleucina-2 cancer

insulina diabetes

asparaginasa leucemia linfoblastica aguda, linfoma no Hodgkin
onconasa mesotelioma maligno y otros tipos de cancer

estreptocinasa

trastornos tromboticos

lipocalina asociada a gelatinasa de neutréfilos

infeccidon microbiana, lesion por reperfusion renal

anticuerpos y sus fragmentos, incluyendo anticuerpos
de dominio individual, cadena sencilla y otros
fragmentos modificados por ingenieria incluyendo
péptidos miméticos de CDR y las CDR

enfermedades inmunolégicas, oncoldgicas,
neovasculares e infecciosas, etc.

factor estimulante de colonias de granulocitos-
macrofagos

neutropenia relacionada con quimioterapia

hormona estimulante del foliculo

esterilidad

glucocerebrosidasa

enfermedad de Gaucher

timosina alfa 1

hepatitis B crénica, cancer

glucagén

hipoglucemia

somatostatina

acromegalia

adenosina desaminasa

carencia de adenosina desaminasa

interleucina-11

trombocitopenia

factor de coagulacion Vila hemofilia

factor de coagulacion IX hemofilia

Hematide anemia

interferén A hepatitis C

leptina lipodistrofia, obesidad, enfermedad de Alzheimer,

diabetes tipo |

subunidad alfa de receptor de interleucina-22 (IL-22ra)

psoriasis

interleucina 22

melanoma metastasico

hialuronidasa

tumores sélidos

factor de crecimiento de fibroblastos 18

osteoartritis

factor de crecimiento de fibroblastos 21

diabetes tipo Il, obesidad, dislipidemia, trastornos
metabdlicos

péptido similar a glucagén 1

diabetes

osteoprotegerina

cancer, osteoporosis, artritis reumatoide

proteina de unién a IL-18

artritis reumatoide

factor de liberacion de la hormona del crecimiento

lipodistrofia asociada con VIH

receptor de TACI soluble

lupus eritematoso sistémico, esclerosis multiple,
artritis reumatoide
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trombospondina-1 cancer

receptor de VEGF soluble Flt-1 cancer

muteina de IL-4 (antagonista de receptor de IL-4) asma

ciclosporina rechazo de érgano

fumagilina cancer

naltrexona adiccion al alcohol

octreotida acromegalia, tumores carcinoides

teduglutida sindrome del intestino corto, enfermedad de
Crohn

goserelina cancer de préstata avanzado, cancer de mama

camptotecina cancer

vancomicina neumonias Gram-positivas

Segun lo anterior, la proteina biolégicamente activa, el polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo),
el conjugado de farmaco, el acido nucleico, el vector o la célula pueden usarse para la preparacion de un
medicamento que preferiblemente tiene o confiere una estabilidad in vivo y/o in vitro aumentada, en particular para el
componente de proteina biolégicamente activa y/o farmaco, para el tratamiento de carencias hormonales o
trastornos relacionados, enfermedad autoinmunitaria, cancer, anemia, enfermedades neovasculares, enfermedades
infecciosas/inflamatorias, trombosis, infarto de miocardio, diabetes, esterilidad, enfermedad de Gaucher, hepatitis,
hipoglucemia, acromegalia, carencia de adenosina desaminasa, trombocitopenia, hemofilia, anemia, obesidad,
enfermedad de Alzheimer, lipodistrofia, psoriasis, melanoma metastasico, osteoartritis, dislipidemia, artritis
reumatoide, lupus eritematoso sistémico, esclerosis multiple, asma, osteoporosis, y lesion por reperfusién u otras
enfermedades renales, por ejemplo. En una realizacion, la proteina biolégicamente activa, el conjugado de farmaco,
el acido nucleico, el vector o la célula es para el uso como medicamento que tiene una estabilidad in vivo y/o in vitro
aumentada de dicha proteina biolégicamente activa/conjugado de farmaco. De manera similar, la proteina
bioldgicamente activa, el polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo), el conjugado de farmaco, el
acido nucleico, el vector o la célula son para su uso en el tratamiento de para el tratamiento de carencias
hormonales o trastornos relacionados, enfermedad autoinmunitaria, trastornos proliferativos, tales como cancer,
anemia, enfermedades neovasculares, enfermedades infecciosas y/o inflamatorias, trombosis, infarto de miocardio,
accidente cerebrovascular, diabetes, esterilidad, disfuncion eréctil, enfermedad de Gaucher, enfermedad de Fabry,
sarcopenia, fibrosis quistica, enfermedades pulmonares obstructivas, sindrome respiratorio agudo, hepatitis,
hipoglucemia, acromegalia, carencia de adenosina desaminasa, trombocitopenia, hemofilia, anemia, obesidad,
enfermedad de Alzheimer, lipodistrofia, psoriasis, melanoma metastasico, osteoartritis, dislipidemia, artritis
reumatoide, lupus eritematoso sistémico, esclerosis multiple, asma, osteoporosis, y lesion por reperfusién u otras
enfermedades renales, por ejemplo.

La presente invencién también se refiere al uso de las moléculas de acido nucleico, vectores asi como células
transfectadas tal como se proporciona en el presente documento y que comprenden las moléculas de acido nucleico
o vectores de la presente invencion en enfoques médicos, tales como, por ejemplo, enfoques de terapia génica
basada en células o enfoques de terapia génica basada en acido nucleico.

En una realizacion adicional, el polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento de polipéptido del mismo) tal como
se proporciona en el presente documento, el conjugado de farmaco que comprende el polipéptido de enrollamiento
al azar biosintético (o segmento de polipéptido del mismo) y/o la molécula de acido nucleico o el vector o la célula
huésped de la presente invencién, forman parte de una composicion. Dicha composicién puede comprender uno o
mas de los conjugados de farmaco o moléculas de acido nucleico, vectores y/o células huésped que codifican para
y/o expresan los mismos. Dicha composicion puede ser una composicion farmacéutica, opcionalmente que
comprende ademas un portador y/o diluyente farmacéuticamente aceptable. En una realizacion adicional, la
presente invencion se refiere al uso de la proteina biolégicamente activa descrita en el presente documento, el
polipéptido de enrollamiento al azar (o segmento del mismo) o el conjugado de farmaco para la preparacion de una
composicion farmacéutica para la prevencion, tratamiento o mejora de enfermedades que requieren la captacion de
una composicion farmacéutica de este tipo.

Tal como se menciond anteriormente en el presente documento, no sdélo los conjugados dados a conocer en el
presente documento, tales como conjugados de farmaco o conjugados de diagndstico, y/o proteinas heterélogas
bioldgicamente activas/constructos de proteina (que comprenden el polipéptido de enrollamiento al azar de la
invencion o segmento de polipéptido del mismo) tienen utilidad en particular médica o farmacéutica. Ademas, dicho
polipéptido de enrollamiento al azar o segmento de polipéptido puede emplearse en si mismo en un contexto médico
de este tipo, por ejemplo como “expansor del plasma” o como sucedaneo de la sangre, en la mejora, prevencion y/o
tratamiento de un trastorno relacionado con una cantidad de plasma sanguineo o contenido de plasma sanguineo
alterado o en la mejora, prevencion y/o tratamiento de un trastorno relacionado con un volumen de sangre alterado.
Trastornos que se tratan con expansores del plasma son, pero no se limitan a, trastornos afiliados con pérdida de
sangre, tales como lesiones, cirugias, quemaduras, traumatismo o urgencias abdominales, infecciones,
deshidrataciones, etc. Sin embargo, un uso médico de este tipo no se limita al polipéptido de enrollamiento al azar o
segmento de polipéptido de esta invencion sino que también puede extenderse a determinados conjugados de
farmaco tal como se da a conocer en el presente documento o incluso a determinadas proteinas heterdlogas
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bioldgicamente activas/constructos de proteina.

En un aspecto, la composicion tal como se describe en el presente documento puede ser una composicién de
diagnéstico, por ejemplo un reactivo de obtencién de imagenes, opcionalmente que comprende ademas medios
adecuados para deteccion, en la que dicha composicion de diagnostico tiene una estabilidad in vivo y/o in vitro
aumentada.

Las composiciones de la invencidon pueden estar en forma solida o liquida y pueden estar, entre otras cosas, en
forma de un(os) polvo(s), un(os) comprimido(s), una(s) disolucién/disoluciones o un(os) aerosol(es). Ademas, se
prevé que el medicamento de la invencion puede comprender agentes biolégicamente activos adicionales,
dependiendo del uso previsto de la composicién farmacéutica.

La administracién de las composiciones (farmacéuticas) adecuadas puede realizarse de diferentes maneras, por
ejemplo, mediante administracion parenteral, subcutanea, intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, tdpica,
intrabronquial, intrapulmonar e intranasal y, si se desea para tratamiento local, administracion intralesional. Las
administraciones parenterales incluyen administracion intraperitoneal, intramuscular, intradérmica, subcutanea,
intravenosa o intraarterial. Las composiciones de la invencién también puede administrarse directamente al sitio
diana, por ejemplo, mediante administracion biolistica a un sitio diana externo o interno, tal como un 6rgano
especificamente afectado.

En la técnica se conocen bien ejemplos de portadores, excipientes y/o diluyentes farmacéuticos adecuados e
incluyen soluciones salinas tamponadas con fosfato u otras disoluciones de tampdn, agua, emulsiones, tales como
emulsiones de aceite/agua, diversos tipos de agentes humectantes, disoluciones estériles, etc.

Pueden formularse composiciones que comprenden tales portadores mediante métodos convencionales bien
conocidos. Los portadores adecuados pueden comprender cualquier material que, cuando se combina con la
proteina biolégicamente activa/conjugado de farmaco de la invencidon, conserva su actividad biolégica y/o
farmacéutica (véase Remington’s Pharmaceutical Sciences (1980) 162 edicion, Osol, A. Ed, Mack Publishing
Company, Easton, PA). Las preparaciones para administracion parenteral pueden incluir disoluciones, suspensiones
y emulsiones estériles acuosas o no acuosas. Los tampones, disolventes y/o excipientes tal como se emplean en el
contexto de la composicion farmacéutica son preferiblemente “fisioldgicos” tal como se definié anteriormente en el
presente documento. Ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales tales
como aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Los portadores acuosos incluyen
agua, disoluciones alcohdlicas/acuosas, emulsiones o suspensiones, incluyendo solucién salina y medios
tamponados. Los vehiculos parenterales pueden incluir disolucion de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa
y cloruro de sodio, solucion de Ringer con lactato o aceites fijos. Los vehiculos intravenosos pueden incluir
reponedores de liquidos y nutrientes, reponedores de electrolitos (tales como los basados en dextrosa de Ringer), y
similares. También pueden estar presentes conservantes y otros aditivos, incluyendo agentes antimicrobianos,
antioxidantes, agentes quelantes y/o gases inertes y similares. Ademas, una composicion farmacéutica de la
presente invencion puede comprender portadores proteicos, tales como, por ejemplo, albumina sérica o
inmunoglobulina, preferiblemente de origen humano.

Estas composiciones farmacéuticas pueden administrarse al sujeto a una dosis adecuada. El régimen de
dosificacion lo determinara el médico encargado y mediante factores clinicos. Tal como se conoce bien en la ciencia
médica, las dosificaciones para cualquier paciente dependen de muchos factores, incluyendo el tamafio del
paciente, area de superficie corporal, edad, el compuesto particular que va a administrarse, sexo, tiempo y via de
administracion, salud general, y otros farmacos que estan administrandose de manera concurrente. La materia
farmacéuticamente activa puede estar presente en cantidades de entre 1 ug y 20 mg/kg de peso corporal por dosis,
por ejemplo entre 0,1 mg y 10 mg/kg de peso corporal, por ejemplo entre 0,5 mg y 5 mg/kg de peso corporal. Si el
régimen es una infusién continua, también debe estar en el intervalo de 1 pg a 10 mg por kilogramo de peso corporal
por minuto. Sin embargo, también pueden preverse dosis inferiores o superiores a los intervalos indicados a modo
de ejemplo, especialmente teniendo en cuenta los factores anteriormente mencionados.

Ademas, se prevé que la composicion farmacéutica de la invencion puede comprender agentes biologica o
farmacéuticamente activos adicionales, dependiendo del uso previsto de la composiciéon farmacéutica. Estos
agentes biolégica o farmacéuticamente activos adicionales pueden ser, por ejemplo, anticuerpos, fragmentos de
anticuerpo, hormonas, factores de crecimiento, enzimas, moléculas de unién, citocinas, quimiocinas, moléculas de
acido nucleico y farmacos.

Debe observarse que la presente invencion no se limita a composiciones farmacéuticas. También se prevén
composiciones que van a usarse en investigacion o como producto(s) de diagnéstico. Por ejemplo, se prevé que las
proteinas biolégicamente activas o conjugados de farmaco que comprenden un dominio o componente de
enrollamiento al azar tal como se define en el presente documento se usan en un entorno de diagndstico. Con tal fin,
la proteina biolégicamente activa de la invencién o conjugado de farmaco de esta invencion puede marcarse con el
fin de permitir la deteccion. Tales etiquetas comprenden, pero no se limitan a, etiquetas radiactivas (tales como
[H]hidrégeno ['*llyoduro o ['Zllyoduro), etiquetas fluorescentes (incluyendo proteinas fluorescentes, tales como
proteina verde fluorescente (GFP) o fluoréforos, tales como isotiocianato de fluoresceina (FITC)) o etiquetas de
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RMN (tales como quelatos de gadolinio). Las etiquetas o marcadores definidos en este caso no son de ninguna
manera limitativos y representan simplemente ejemplos ilustrativos. Las composiciones de diagndstico de esta
divulgacién son particularmente utiles en experimentos de seguimiento u obtencién de imagenes o en un entorno
médico de diagnostico. En los ejemplos y figuras adjuntos, se proporciona la preparacion de un constructo
correspondiente que comprende conjugados que comprenden (i) un polipéptido de enrollamiento al azar biosintético
o segmento de polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que consiste Unicamente en residuos de
aminoacido de prolina y alanina, en el que dicha secuencia de aminoacidos consiste en al menos 50 residuos de
aminoacido de prolina (Pro) y alanina (Ala), y (ii) fluoresceina o digoxigenina; véanse las figuras 13 y 14 adjuntas y la
leyenda de las figuras correspondiente asi como ejemplo ilustrativo 22.

Pero no solo los usos farmacéuticos o de diagndstico de los medios y métodos proporcionados en el presente
documento estan dentro de la esencia de la presente invencion. Los compuestos/conjugados proporcionados en el
presente documento también son Utiles en otros determinados sectores industriales, tales como en la industria
alimentaria, la industria de las bebidas, la industria cosmética, la industria del petroleo, la industria del papel y
similares. Por tanto, la presente divulgacion también proporciona usos del polipéptido de enrollamiento al azar
biosintético tal como se proporciona en el presente documento en tales sectores industriales. Por consiguiente,
también forma parte de esta divulgacion un método para la produccidon de un cosmético, de un compuesto que va a
usarse en tratamientos cosméticos, de un alimento o de una bebida, comprendiendo dicho método el cultivo de la
célula que comprende una molécula de acido nucleico (o un vector) que codifica para un polipéptido de
enrollamiento al azar tal como se define en el presente documento o que codifica para una proteina biolégicamente
activa y/o una proteina biolégicamente activa y/o un polipéptido que comprende o que es una secuencia de
aminoacidos que tiene o que media en una actividad. Un método de este tipo también incluye el aislamiento de dicho
polipéptido de enrollamiento al azar, dicha proteina biolégicamente activa y/o dicha proteina biolégicamente activa o
dicho polipéptido que comprende o que es una secuencia de aminoacidos que tiene o que media en una actividad,
tal como una actividad bioldgica, y que adicionalmente comprende dicho polipéptido de enrollamiento al azar o
segmento de polipéptido de enrollamiento al azar a partir del cultivo o a partir de dicha célula. En el mismo contexto,
pueden producirse otros conjugados de interés, por ejemplo conjugados que son Utiles en diferentes sectores de la
industria, tales como la industria del petréleo o del papel. El experto en la técnica esta facilmente en posicién de
adaptar los medios y métodos proporcionados en el presente documento para la generacion de constructos
moleculares/recombinantes correspondientes asi como para la generacién de conjugados que comprenden un
polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o segmento de polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que consiste Unicamente en residuos de aminoacido de prolina y alanina, en el que dicha secuencia de
aminoacidos consiste en al menos 50 residuos de aminoacido de prolina (Pro) y alanina (Ala), y una molécula
pequefia o un polipéptido de interés.

También se describe un kit que comprende el conjugado de farmaco, la molécula de acido nucleico que codifica para
dicha proteina biolégicamente activa y/o que codifica para dicho polipéptido que comprende o que es una secuencia
de aminoacidos que tiene o que media en una actividad (por ejemplo una actividad bioldgica), el vector que
comprende dicha molécula de acido nucleico o la célula que comprende dicho acido nucleico o dicho vector tal como
se describe en el presente documento. El kit de la presente invencion puede comprender ademas, un(os)
tampodn/tampones, disoluciones de almacenamiento y/o reactivos o materiales adicionales requeridos para la
realizacion de ensayos y fines médicos o cientificos. Ademas, partes del kit pueden envasarse de manera individual
en viales o botellas o en combinacion en recipientes o unidades de multiples recipientes.

El kit puede usarse ventajosamente, entre otras cosas, para llevar a cabo el método de la invencidon y puede
emplearse en una variedad de aplicaciones a las que se hace referencia en el presente documento, por ejemplo,
como herramientas de investigacion o como herramientas médicas. Adicionalmente, el kit puede contener medios
para la deteccion adecuados para fines cientificos o médicos. La fabricacion de los kits sigue preferiblemente
procedimientos convencionales que conoce el experto en la técnica.

La invencion se ilustra adicionalmente mediante las siguientes figuras y ejemplos no limitativos.
Figura 1. Disefio génico para la secuencia de polimero/polipéptido de Pro/Ala PA#1.

Secuencia de nucledtidos y de aminoacidos codificada de un bloque estructural para PA#1 (SEQ ID NO: 1) obtenida
mediante hibridacion de dos oligodesoxinucledtidos complementarios (oligodesoxinucleétido de cadena
superior/codificante SEQ ID NO: 17, oligodesoxinucleétido de cadena inferior/no codificante SEQ ID NO: 18). El
acido nucleico resultante tiene dos extremos cohesivos (mostrados en mindsculas), correspondientes a un codon de
Ala y anticodén, respectivamente, y son mutuamente compatibles. Tras la ligacion repetida de un bloque estructural
de este tipo, pueden obtenerse concatémeros que codifican para polipéptidos de Pro-Ala de longitudes variables y
posteriormente clonarse, por ejemplo, mediante un(os) sitio(s) de restriccion Sapl.

Figura 2. Estrategias de clonacion para una secuencia de polimero/polipéptido de Pro/Ala como fusiéon a un
fragmento Fab o a IFNa2b humano.

(A) Tramo de secuencia de nucledtidos y de aminoacidos codificada (cadena superior/codificante SEQ ID NO: 19,
cadena inferior/no codificante SEQ ID NO: 20, secuencia de aminoacidos codificada SEQ ID NO: 21) alrededor del
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extremo C-terminal de la cadena ligera de inmunoglobulina de un fragmento Fab de anticuerpo tal como se codifica
en pASK88-Fab-2xSapl (SEQ ID NO: 22), un derivado de pASK75, usado para la subclonacion de secuencias de
polimero/polipéptido de Pro/Ala y expresion de proteinas bioldgicamente activas correspondientes. La secuencia de
nucledtidos porta dos sitios de reconocimiento Sapl en orientacion mutuamente inversa, lo que conduce, tras la
digestion, a extremos de ADN sobresalientes que son compatibles con el casete génico sintético mostrado en la
figura 1. Las secuencias de reconocimiento y los aminoacidos C-terminales de la cadena ligera estan subrayados.

(B) Secuencia de nucledtidos y secuencia de aminoacidos codificada (cadena superior/codificante SEQ ID NO: 23,
cadena inferior/no codificante SEQ ID NO: 24, secuencia de aminoacidos codificada SEQ ID NO: 25) de un
polimero/polipéptido PA#1 con 20 residuos tras la insercion de un Unico casete tal como se muestra en la figura 1 en
el plasmido pASK88-Fab-2xSapl. La ligacion/insercion similar de 10 de tales casetes repetidos dio como resultado el
vector de plasmido pFab-PA#1(200) (SEQ ID NO: 28) que codifica para un polimero/polipéptido con 200 residuos
(SEQ ID NO: 26 y 27). Los sitios de restriccion Sapl que flanquean la secuencia que codifica para polimero de
Pro/Ala estan marcados (las secuencias de reconocimiento estan subrayadas).

(C) Mapa de plasmido de pFab-PA#1(200) (SEQ ID NO: 28). Los genes estructurales para la cadena pesada (HC) y
la cadena ligera (LC) de Fab-PA#1(200) estan bajo el control transcripcional del promotor/operador de tetraciclina
(tetP®) y los extremos de operon con el terminador de lipoproteina (tpp). HC comprende el péptido sefial OmpA
bacteriano, el dominio variable (VH) y el primer dominio constante C (CH) de cadena pesada de IgG1 humana asi
como la cola de His6. LC comprende el péptido sefial PhoA bacteriano, el dominio variable (VL) y dominio constante
(CL) de cadena ligera humana, el polimero/polipéptido PA#1 con 200 residuos. La estructura principal de plasmido
de pFab-PA#1(200) fuera del casete de expresion flanqueado por los sitios de restriccion Xbal y Hindlll es idéntica a
la del vector de clonacién y expresion genérico pASK75 (Skerra (1994) Gene 151:131-135). Se indican sitios de
restriccion individuales.

(D) Tramo de secuencia de nucleétidos y aminoacidos (cadena superior/codificante SEQ ID NO: 29, cadena
inferior/no codificante SEQ ID NO: 30, secuencia de aminoacidos codificada SEQ ID NO: 31) alrededor del extremo
N-terminal de IFNa2b humano tal como se clona en pASK-IFNa2b (SEQ ID NO: 32). El sitio de restriccion individual
Sapl que puede usarse para la insercion de la secuencia que codifica para polimero de Pro/Ala estda marcado (la
secuencia de reconocimiento esta subrayada). Los dos aminoacidos C-terminales de Strep-tag Il estan subrayados.
El primer aminoacido de IFNa2b maduro esta marcado con +1.

(E) Tramo de secuencia de nucledtidos y de aminoacidos codificada (cadena superior/codificante SEQ ID NO: 33,
cadena inferior/no codificante SEQ ID NO: 34, secuencia de aminoacidos codificada SEQ ID NO: 35) del extremo N-
terminal de IFNa2b tras la insercion de un casete de secuencia de polimero PA#1 tal como se muestra en la figura 1.
El sitio de restriccion individual Sapl, que permanece tras la insercion de la secuencia que codifica para polimero de
Pro/Ala, esta marcado (las secuencias de reconocimiento estan subrayadas). El primer aminoacido de IFNa2b como
parte de la proteina de fusion estda marcado (1) y los dos aminoacidos C-terminal de Strep-tag Il estan subrayados.
La ligacion/insercion similar de 10 casetes de secuencia de polimero PA#1 repetidos dio como resultado el vector de
plasmido pPA#1(200)-IFNa2b que codifica para un polimero/polipéptido con 200 residuos (SEQ ID NO: 36).

(F) Mapa de plasmido de pPA#1(200)-IFNa2b (SEQ ID NO: 37). El gen estructural para la proteina biolégicamente
activa PA#1(200)-IFNa2b (que comprende el péptido sefial OmpA bacteriano, Strep-tag Il, el segmento de
polimero/polipéptido PA#1 con 200 residuos, e IFNa2b humano) esta bajo el control transcripcional del
promotor/operador de tetraciclina (tet’®) y termina con el terminador de lipoproteina (tpp). La estructura principal de
plasmido fuera del casete de expresion flanqueado por los sitios de restriccion Xbal y Hindlll es idéntica a la del
vector de clonacion y expresion genérico pASK75 (Skerra (1994), citado anteriormente). Se indican sitios de
restriccion individuales.

Figura 3. Analisis del fragmento Fab recombinante purificado y del IFNa2b recombinante purificado asi como sus
fusiones de polipéptido/polimero de Pro/Ala mediante SDS-PAGE.

Las proteinas recombinantes se produjeron en E. coli KS272 (Strauch (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:1576-80)
mediante secrecion periplasmica y se purificaron por medio de la cola de His6 (Fab) o Strep-tag Il (IFNa2b) usando
cromatografia de metal inmovilizado o de afinidad por estreptavidina, respectivamente.

(A) Analisis del Fab recombinante purificado y su fusién con PA#1 con 200 residuos mediante SDS-PAGE al 12%. El
gel muestra muestras de proteina de 2 ug de cada uno de Fab y Fab-PA#1(200). Las muestras a la izquierda se
redujeron con 2-mercaptoetanol mientras que las muestras repetidas a la derecha se dejaron sin reducir. En el
margen izquierdo se indican marcadores de tamafio de proteina (aplicados en condiciones reductoras). Tras la
reduccion del puente disulfuro entre cadenas el fragmento Fab y su fusién con PA#1 de 200 residuos aparecen
como dos bandas homogéneas. En el caso del fragmento Fab reducido, las dos bandas con tamafios moleculares
de cerca de 24 y 26 kDa, respectivamente, corresponden a las LC y HC separadas. En el caso de la proteina de
fusion Fab-PA#1(200) reducida la banda a 24 kDa corresponde a la HC, mientras que la banda a cerca de 90 kDa
corresponde a la LC fusionada con el segmento de polipéptido PA#1(200). En condiciones no reductoras, el
fragmento Fab y su fusion con PA#1(200) aparecen como bandas homogéneas individuales con tamarfos
moleculares aparentes de cerca de 45 kDa y 100 kDa, respectivamente. Los dos valores de tamafo aparentes para

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2691 642 T3

la proteina de fusién Fab-PA#1(200) son significativamente mayores que las masas calculadas de 64,3 kDa para
Fab-PA#1(200) no reducida y de 39,1 kDa para LC-PA#1(200) aislada. Este efecto se debe a la adicion del
segmento de polimero/polipéptido de Pro/Ala porque el propio fragmento Fab, con una masa calculada de 48,0 kDa,
0 su cadena ligera sin fusionar muestran movilidad electroforética esencialmente normal.

(B) Analisis del IFNa2b recombinante purificado y su proteina de fusion con PA#1 con 200 residuos mediante SDS-
PAGE al 12%. El gel muestra muestras de proteina de 2 pug de cada uno de IFNa2b y de PA#1(200)-IFNa2b. Las
muestras a la izquierda se redujeron con 2-mercaptoetanol mientras que las muestras correspondientes a la derecha
se dejaron sin reducir. En el margen izquierdo se indican marcadores de tamafio de proteina (aplicados en
condiciones reductoras). Las dos proteinas aparecen como bandas homogéneas individuales con tamarfos
moleculares aparentes de cerca de 20 kDa y cerca de 80 kDa en la forma reducida. Este ultimo valor es
significativamente mayor que la masa calculada de 37,0 kDa para PA#1(200)-IFNa2b. Este efecto se debe a la
adicion del segmento de polimero/polipéptido de Pro/Ala porque el propio IFNa2b, con una masa calculada de
20,9 kDa, muestra movilidad electroforética esencialmente normal. IFNa2b en el estado no reducido tiene una
movilidad electroforética ligeramente superior, indicando una forma mas compacta como resultado de sus dos
puentes disulfuro intramoleculares.

Figura 4. Analisis cuantitativo de los volimenes hidrodinamicos del Fab recombinante purificado e IFNa2b asi como
sus fusiones con PA#1(200).

(A) Cromatografia de exclusion molecular analitica (SEC) de Fab y Fab-PA#1(200). Se aplicaron 250 pl de la
proteina purificada a una concentracion de 0,25 mg/ml a una columna Superdex S200 10/300 GL equilibrada con
tampon PBS. Se monitorizé la absorcion a 280 nm y se normalizé el pico de cada ejecucion de cromatografia a un
valor de 1. La flecha indica el volumen inicial de la columna (7,8 ml).

(B) Curva de calibracién para los cromatogramas de (A) usando una columna Superdex S200 10/300 GL. El
logaritmo del peso molecular (PM) de proteinas marcadoras (citocromo c, 12,4 kDa; anhidrasa carbodnica, 29,0 kDa;
ovoalbumina, 43,0 kDa; albumina sérica bovina, 66,3 kDa; alcohol deshidrogenasa, 150 kDa, pB-amilasa, 200 kDa,
apo-ferritina, 440 kDa) se represent6 graficamente frente a sus volimenes de elucion (circulos negros) y se ajusté
mediante una linea recta. A partir de los voliumenes de elucion observados del fragmento Fab y su proteina de fusion
con PA#1 (cuadrados negros) se determinaron sus tamafios moleculares aparentes de la siguiente manera. Fab:
31 kDa (masa auténtica: 48,0 kDa); Fab-PA#1(200): 237 kDa (masa auténtica: 64,3 kDa). Estos datos muestran que
la fusion con el polipéptido PA#1 confiere un volumen hidrodinamico muy ampliado.

(C) Cromatografia de exclusion molecular analitica de IFNa2b y PA#1(200)-IFNa2b. Se aplicaron 250 pl de cada
proteina purificada a una concentracion de 0,25 mg/ml a una columna Superdex S200 10/300 GL equilibrada con
solucion salina tamponada con fosfato, PBS. Se monitorizé la absorcion a 280 nm y se normalizé el pico de cada
ejecucion de cromatografia a un valor de 1. La flecha indica el volumen inicial de la columna (7,8 ml).

(D) Curva de calibracién para el cromatograma de (C) usando una columna Superdex S200 10/300 GL. El logaritmo
del peso molecular (PM) de proteinas marcadoras (véase B) se representd graficamente frente a sus volimenes de
elucion (circulos negros) y se ajustd mediante una linea recta. A partir de los volimenes de eluciéon observados de
IFNa2b y su proteina de fusion con PA#1 (cuadrados negros) se determinaron sus tamafios moleculares aparentes
de la siguiente manera. IFNa2b: 22,5 kDa (masa auténtica: 20,9 kDa); PA#1(200)-IFNa2b: 229,0 kDa (masa
auténtica: 37,0 kDa). Estos datos muestran que la fusion con el polipéptido PA#1 confiere un volumen hidrodinamico
muy ampliado.

Figura 5. Analisis de estructura secundaria experimental de proteinas recombinantes y sus fusiones con
polimero/polipéptido PA#1 mediante espectroscopia de dicroismo circular (CD).

Se registraron espectros a temperatura ambiente en K.SO4 50 mM, fosfato de K 20 mM pH 7,5 y se normalizaron a
la elipticidad molar, ®v, para cada proteina.

(A) Espectros de CD del Fab recombinante purificado y Fab-PA#1(200). El espectro de CD para el fragmento Fab
muestra las caracteristicas tipicas de una proteina de laminas B predominante con un maximo negativo ancho
alrededor de 216 nm (Sreerama en: Circular Dichroism - Principles and Applications (2000) Berova, Nakanishi y
Woody (Eds.) Wiley, Nueva York, NY, pags. 601-620), lo que indica el plegamiento correcto del fragmento Fab
producido de manera bacteriana. El espectro de su proteina de fusién con el polimero/polipéptido de Pro/Ala revela
una banda negativa dominante por debajo de 200 nm, lo cual es indicativo de una conformacion de enrollamiento al
azar. Ademas, hay un hombro alrededor de 220 nm, que resulta de la contribucion de laminas 3 del fragmento Fab e
indica su plegamiento correcto incluso como parte de la proteina de fusion.

(B) Espectro de CD de diferencia molar para Fab-PA#1(200) obtenido mediante sustraccion del espectro para el
fragmento Fab. El espectro de CD de diferencia representa la estructura secundaria del segmento de
polimero/polipéptido PA#1 de 200 residuos y revela un fuerte minimo alrededor de 200 nm, lo cual es una clara
indicacién de una conformacién de enrollamiento al azar en la disolucion acuosa tamponada (Greenfield (1969)
Biochemistry 8: 4108-4116; Sreerama (2000), citado anteriormente; Fandrich (2002) EMBO J. 21:5682-5690).
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(C) Espectros de CD del IFNa2b recombinante purificado y PA#1(200)-IFNa2b. El espectro de CD para IFNa2b
muestra las caracteristicas tipicas de una proteina de hélice a. predominante con dos bandas negativas alrededor de
208 nm y 220 nm (Sreerama (2000), citado anteriormente), lo cual indica el plegamiento correcto del IFNa2b
humano producido de manera bacteriana. El espectro de su proteina de fusiéon con el polimero/polipéptido de
Pro/Alar revela desviaciones caracteristicas con un minimo dominante alrededor de 200 nm, lo cual es indicativo de
una conformacion de enrollamiento al azar. Ademas, hay un hombro alrededor de 220 nm, que resulta de la
contribucion de hélices o de IFNa2b e indica el plegamiento correcto del IFNa2b incluso como parte de la proteina
de fusion.

(D) Espectro de CD de diferencia molar para PA#1(200)-IFNa2b obtenido mediante sustraccion del espectro para
IFNa2b. El espectro de CD de diferencia representa la estructura secundaria del segmento de polimero/polipéptido
PA#1 de 200 residuos y revela un fuerte minimo alrededor de 200 nm, esencialmente idéntico al mostrado en (B).
De nuevo, esto es una clara indicacién de una conformacién de enrollamiento al azar en disolucién acuosa
tamponada para un polimero biolégico que comprende residuos de Pro y Ala segun la invencion.

Figura 6. Produccion secretora de una proteina de fusién entre hormona del crecimiento humana (hGH) y el
polimero PA#1 genéticamente codificado en células CHO.

(A) Tramo de secuencia de nucledtidos y aminoacidos (cadena superior/codificante SEQ ID NO: 38, cadena
inferior/no codificante SEQ ID NO: 39, secuencia de aminoacidos codificada SEQ ID NO: 40) alrededor del extremo
N-terminal de hGH tal como se clona en pASK75-His6-hGH (SEQ ID NO: 41). Los sitios de restriccion individuales
Nhel, que puede usarse junto con Hindlll (no mostrado) para la subclonacion, y Sapl, que puede usarse para la
insercion de la secuencia que codifica para polimero de Pro/Ala, estan marcados (la secuencia de reconocimiento
esta subrayada). Los seis aminoacidos de la cola de His6 estan subrayados. El primer aminoacido de hGH esta
marcado con +1.

(B) Secuencia de nucleétidos y de aminoacidos codificada (cadena superior/codificante SEQ ID NO: 42, cadena
inferior/no codificante SEQ ID NO: 43, secuencia de aminoacidos codificada SEQ ID NO: 44) del extremo N-terminal
de hGH tras la insercion de un casete de secuencia de polimero PA#1 tal como se muestra en la figura 1. Los sitios
de restriccion individuales Nhel, que puede usarse para la subclonacion, y Sapl, que permanece tras la insercion de
la secuencia que codifica para polimero de Pro/Ala, estan marcados (las secuencias de reconocimiento estan
subrayadas). El primer aminoacido de hGH como parte de la proteina de fusion esta marcado (1) y los aminoacidos
de la cola de His6 estan subrayados. La ligacion/insercion similares de 10 casetes de secuencia de polimero PA#1
repetidos dieron como resultado el vector de plasmido pASK75-His6-PA#1(200)-hGH que codifica para la proteina
de fusion madura SEQ ID NO: 45).

(C) Mapa de plasmido de pASK75-His6-PA#1(200)-hGH (SEQ ID NO: 46). El gen estructural para la proteina
bioldgicamente activa His6-PA#1(200)-hGH (que comprende el péptido sefial OmpA bacteriano, la cola de His6, el
segmento de polimero/polipéptido PA#1 con 200 residuos, y GH humana) esta bajo el control transcripcional del
promotor/operador de tetraciclina (tet’®) y termina con el terminador de lipoproteina (tpp). La estructura principal de
plasmido fuera del casete de expresion flanqueado por los sitios de restriccion Xbal y Hindlll es idéntica a la del
vector de clonacion y expresion genérico pASK75 (Skerra (1994), citado anteriormente). Se indican sitios de
restriccion individuales.

(D) Mapa de plasmido de pCHO-PA#1(200)-hGH, que codifica para una proteina de fusion His6-PA#1(200)-hGH
(SEQ ID NO: 47). El gen estructural, que comprende el péptido sefial de hormona del crecimiento humana (Sp), la
cola de His6, la secuencia de polimero/polipéptido PA#1 con 200 residuos (PA#1(200)), la hormona del crecimiento
humana (hGH), y que contiene la sefial de poliadenilacion de hormona del crecimiento bovina (bGH pA), esta bajo el
control transcripcional del promotor de citomegalovirus (CMVP). Los sitios de restriccion individuales Nhel y Hindlll
estan indicados. El gen de resistencia para neomicinfosfotransferasa (neo) esta bajo el control del promotor de SV40
(SV40r) y seguido por una sefial de poliadenilacion de SV40 (SV40 pA). Ademas, el plasmido contiene el origen de
replicacion de ColE1 bacteriano (ColEl-ori), el origen de replicacion de bacteriéfago f1 (f1-ori), y el gen de B-
lactamasa (bla) para permitir la propagacion y seleccion en E. col.

(E) Analisis de inmunotransferencia de tipo Western de una proteina de fusion entre hGH y el polimero PA#1
genéticamente codificado de 200 residuos producido en células CHO en comparacion con hGH recombinante. Se
transfectaron células CHO-K1 o bien con pCHO-PA#1(200)-hGH (SEQ ID NO: 48) o bien con pCHO-hGH (SEQ ID
NO: 49), un plasmido similar que codifica para hGH sin la secuencia de PA#1(200) (pero que también porta la cola
de His6). Dos dias tras la transfeccion, se sometié una muestra del sobrenadante de cultivo celular a SDS-PAGE e
inmunotransferencia de tipo Western con un anticuerpo anti-hGH conjugado con peroxidasa del rabano. Las dos
proteinas aparecen como bandas individuales indicadas por flechas, con tamafios moleculares aparentes de cerca
de 23 kDa (His6-hGH) y cerca de 90 kDa (His6-PA#1-hGH). También hay una banda débil alrededor de 60 kDa que
surge de proteinas séricas en el medio de cultivo. Aunque la hGH marcada con cola de His6 aparece a la masa
calculada de 23,5 kDa, el tamafio molecular aparente de His6-PA#1-hGH es significativamente mayor que su masa
calculada de 39,5 kDa. Este efecto se debe a la naturaleza hidréfila de enrollamiento al azar del polimero de Pro-Ala.

Figura 7. Prediccion tedrica de la estructura secundaria para la secuencia de polipéptido/polimero de Pro/Ala PA#1.
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Esta ilustracion muestra el resultado del algoritmo informatico CHOFAS segun el método de Chou-Fasman (Chou y
Fasman (1974) Biochemistry 13: 222-245) tal como se implementa en el servidor de comparacion de secuencias y
prediccion de estructura secundaria en la Universidad de Virginia (URL: http://fasta.bioch.virginia.edu/fasta_www?2).
Para evitar efectos de limite en los extremos amino y carboxilo-terminales, se pego la repeticion de aminoacidos de
20 meros segun la figura 1 en tres copias consecutivas (dando como resultado un concatémero similar al codificado
tras la ligacion/insercion repetida del casete génico sintético) y sélo se considerd el resultado para el bloque de
secuencia de 20 meros central (en recuadro). En el caso de la secuencia/segmento de polipéptido PA#1 (SEQ ID
NO: 1), el algoritmo de Chou-Fasman predice una estructura secundaria en hélices o al 100%. Esto contrasta con la
conformaciéon de enrollamiento al azar predominante observada de manera experimental para el segmento de
polipéptido/polipéptido PA#1 como parte de una proteina de fusion (véase la figura 5B/D).

Figura 8: Analisis cuantitativo de la farmacocinética del fragmento Fab recombinante purificado y sus fusiones con
polimero PA#1 con 200 y 600 residuos en ratones BALB/c.

Se sometieron a ensayo muestras de plasma del ejemplo 16 para determinar concentraciones de Fab, Fab-
PA#1(200) y Fab-PA#1(600) usando un ELISA de tipo sandwich. Para estimar la semivida en plasma de Fab, Fab-
PA#1 (200) y Fab-PA#1(600), se representaron graficamente los valores de concentraciéon medidos frente al tiempo
tras la inyeccion intravenosa y se ajustaron numéricamente suponiendo una disminucion biexponencial. El fragmento
Fab sin fusionar mostré un aclaramiento muy rapido con una semivida de eliminacion de 1,3 + 0,1 h. En cambio, la
fase de eliminacion determinada para Fab-PA#1(200) y Fab-PA#1(600) fue significativamente mas lenta, con
semividas terminales de 4,1 + 1,8 h y 38,8 + 11,2 h, respectivamente, demostrando por tanto una circulacion
prolongada cerca de 3 veces y cerca de 30 veces debido a la fusion con polimero de Pro/Ala con 200 6 600 residuos
en comparacion con el fragmento Fab sin fusionar.

Figura 9: Analisis del fragmento Fab recombinante purificado como fusion con el polimero P1A1 o P1A3 que tiene
200 residuos.

Las proteinas recombinantes se produjeron en E. coli KS272 mediante secrecién periplasmica y se purificaron por
medio de la cola de His6 usando cromatografia de afinidad de metal inmovilizado. Se analizaron las proteinas
purificadas mediante SDS-PAGE al 12%. El gel muestra muestras de proteina de 2 pug de cada uno de Fab-
P1A1(200) y Fab-P1A3(200) asi como, para comparacion, del fragmento Fab sin fusionar (véase la figura 3A). Las
muestras a la izquierda se redujeron con 2-mercaptoetanol mientras que las muestras analogas a la derecha se
dejaron sin reducir. En el margen izquierdo se indican marcadores de tamafo de proteina (aplicados en condiciones
reductoras). Tras la reduccion de los puentes disulfuro entre cadenas, el fragmento Fab y sus fusiones con Pro/Ala
de 200 residuos aparecen como dos bandas homogéneas. En el caso del fragmento Fab reducido, las dos bandas
con tamafos moleculares de cerca de 24 y 26 kDa, respectivamente, corresponden al fragmento de cadena ligera
(LC) y cadena pesada (HC) separadas. En el caso de la proteina de fusion Fab-P1A1(200) reducida, la banda a
24 kDa corresponde a la HC, mientras que la banda a cerca de 90 kDa corresponde a la LC fusionada con el
polipéptido P1A1(200). En el caso de la proteina de fusién Fab-P1A3(200) reducida, la banda a 24 kDa corresponde
a la HC, mientras que la banda a cerca de 75 kDa corresponde a la LC fusionada con el polipéptido P1A5(200). En
condiciones no reductoras, el fragmento Fab, su fusion con P1A1(200) y con P1A3(200) aparecen como bandas
prominentes individuales con tamafios moleculares aparentes de cerca de 45 kDa, 110 kDa y 90 kDa,
respectivamente. Los tamafios aparentes para las proteinas de fusiéon Fab-P1A1(200) y Fab-P1A3(200) son
significativamente mas grandes que las masas calculadas de 65,3 kDa para Fab-P1A1(200) sin reducir y de
64,0 kDa para la Fab-P1A3(200) sin reducir. Ademas, los tamafios aparentes para las cadenas ligeras reducidas
correspondientes son significativamente mas grandes que las masas calculadas de 40,7 kDa para la LC de
P1A1(200) y de 39,4 kDa para la LC de P1A3(200). Este efecto se debe a la adicion del segmento de
polimero/polipéptido de Pro/Ala porque el propio fragmento Fab, con una masa calculada de 48,0 kDa, o su cadena
ligera sin fusionar, con una masa calculada de 23,4 kDa, muestran movilidad electroforética esencialmente normal.

Figura 10. Andlisis cuantitativo de los volimenes hidrodinamicos de las proteinas de fusion Fab recombinante
purificado-P1A1(200) y Fab-P1A3(200).

Cromatografia de exclusion molecular analitica (SEC) de Fab-P1A1(200) y Fab-P1A3(200). Se aplicaron 250 pl de la
proteina purificada a una concentracion de 0,25 mg/ml a una columna Superdex S200 10/300 GL equilibrada con
PBS. Se monitorizé la absorcion a 280 nm y se normalizé el pico de cada ejecucion de cromatografia a un valor de
1. La flecha indica el volumen inicial de la columna (7,8 ml). A partir de los volimenes de eluciéon observados de las
proteinas de fusion se determinaron sus tamafios moleculares aparentes usando una curva de calibracion similar tal
como se muestra en la figura 4B de la siguiente manera. Fab-P1A1(200): 180,7 kDa (masa auténtica: 65,3 kDa);
Fab-P1A3(200): 160,2 kDa (masa auténtica: 64,0 kDa). Estos datos muestran que la fusién de una proteina con el
polipéptido P1A1 y/o P1A5 confiere un volumen hidrodinamico muy ampliado.

Figura 11. Analisis de estructura secundaria experimental de fusiones Fab-P1A1(200) y Fab-P1A3(200) mediante
espectroscopia de dicroismo circular (CD).

Se registraron espectros a temperatura ambiente en K.SO4 50 mM, fosfato de K 20 mM pH 7,5 y se normalizaron a
la elipticidad molar, ®v, para cada proteina.
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(A) Espectros de CD de Fab recombinante purificado-P1A1(200) y Fab-P1A3(200). Los espectros de CD de las
proteinas de fusién de Fab con ambos polimeros/polipéptidos de Pro/Ala revelan cada uno una banda negativa
dominante por debajo de 200 nm, lo cual es indicativo de una conformacién de enrollamiento al azar. Ademas, hay
un hombro alrededor de 220 nm, que surge de la contribucion de laminas B del fragmento Fab e indica su
plegamiento correcto incluso como parte de la proteina de fusion.

(B) Espectros de CD de diferencia molar para Fab-P1A1(200) y Fab-P1A3 (200) obtenidos mediante sustraccion del
espectro para el fragmento Fab sin fusionar (véase la figura 5A). Los espectros de CD de diferencia representan las
estructuras secundarias de los segmentos de polimero/polipéptido P1A1 (SEQ ID NO: 51) y P1A3 (SEQ ID NO: 3)
de 200 residuos, respectivamente, y revelan un fuerte minimo alrededor de 200 nm, lo cual es una clara indicacion
de su conformacién de enrollamiento al azar en la disolucién acuosa tamponada (Greenfield (1969) Biochemistry 8:
4108-4116; Sreerama (2000), citado anteriormente; Fandrich (2002) EMBO J. 21:5682-5690).

Figura 12: Preparacion de un polimero/polipéptido de Pro/Ala biosintético aislado.

(A) Mapa de plasmido de pSUMO-PA#1(200) (SEQ ID NO: 60). El gen estructural para la proteina de fusién
MKHis(6)-SUMO-PA#1(200) que comprende un codén de iniciacion de metionina seguido por un codoén de lisina,
una cola de afinidad N-terminal de seis residuos de His consecutivos, la proteina modificador similar a ubiquitina
pequefio (SUMO) escindible Smt3p (Panavas (2009) Methods Mol Biol. 497: 303-17), y el segmento de
polimero/polipéptido PA#1 con 200 residuos (SEQ ID NO: 60) esta bajo el control transcripcional del promotor de
gen 10 del bacteriéfago T7 y termina con el terminador t¢. Los elementos de plasmido adicionales comprenden el
origen de replicacion (ori), el gen de resistencia a ampicilina (bla), y el origen de replicacion de f1. La estructura
principal de plasmido fuera del casete de expresion flanqueado por los sitios de restriccion Ndel y Hindlll es idéntica,
excepto por un sitio de restriccion Sapl que se elimind mediante mutacion silenciosa, a la del vector de clonacion y
expresion genérico pRSET5a (Schoepfer (1993) 124: 83-85).

SEQ ID NO: 60 se proporciona en la lista de secuencias adjunta (que también forma parte de esta descripcion y
memoria descriptiva) y se reproduce a continuacion en el presente documento.
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gcacttttceg
atatgtatcc
agagtatgag
ttectgtttt
gtgcacgagt
gceccgaaga
tatcccgtat
acttggttga
aattatgcag
cgatcggagg
gccttgatcg
cgatgcctgt
tagcttecceceyg
tgcgcectegge
ggtctcgcegg
tctacacgac
gtgcctcact
ttgatttaaa
tcatgaccaa
agatcaaagg
aaaaaccacc
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacc
gcttggagcg
ccacgcttcc
gagagcgcac
ttcgeccacct
ggaaaaacgc
acatgttctt
gagctgatac
cggagaagcg
ggatctcgat
tagaaataat
ccattcggac
tgagactcac
aaagaccact
ggactcctta
tttggacatg
tccagctgca
tccagctgca
tccagctgceca
tccagctgca
tccagctgea
tccagctgcea
tccagcectgea
tccagcetgcea
tccagcectgea
tccagctgca

gggaaatgtg
gctcatgaga
tattcaacat
tgctcacccea
gggttacatc
acgttttcca
tgacgccggg
gtactcacca
tgctgccata
accgaaggag
ttgggaaccy
agcaatggca
gcaacaatta
ccttceeggcet
tatcattgca
ggggagtcag
gattaagcat
acttcatttt
aatcccttaa
atcttcttga
gctaccagceg
tggcttcagce
ccacttcaag
ggctgctgece
ggataaggcg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag
cagcaacgcg
tcctgegtta
cgctcgecge
cccaatacge
cccecgcecgaaat
tttgtttaac
tcagaagtca
atcaatttaa
cctttaagaa
agattcttgt
gaggataacg
cctgctccag
cctgcectceccag
cctgctcecag
cctgctecag
cctgctccag
cctgetccag
cctgctecag
cctgctecag
cctgctccag
cctgctccag
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cgcggaaccce
caataaccct
ttcecgtgteg
gaaacgctgg
gaactggatc
atgatgagca
caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagtg
ctaaccgctt
gagctgaatg
acaacgttge
atagactgga
ggctggttta
gcactggggc
gcaactatgg
tggtaactgt
taatttaaaa
cgtgagtttt
gatccttttt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata
cageggtegg
accgaactga
aaggcggaca
ccagggggaa
cgtcgatttt
gcctttttac
tcecccectgatt
agccgaacga
aaaccgcctce
taatacgact
tttaagaagqg
atcaagaagc
aggtgtccga
ggctgatgga
acgacggtat
atattattga
cagcacctgc
cagcacctge
cagcacctgce
cagcacctgce
cagcacctge
cagcacctge
cagcacctge
cagcacctge
cagcacctge
cagcacctge

ctatttgttt
gataaatgct
ccettattcee
tgaaagtaaa
tcaacagcgg
cttttaaagt
tcggtcgecg
agcatcttac
ataacactgc
ttttgcacaa
aagccatacc
gcaaactatt
tggaggcgga
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagt
ggatctaggt
cgttccactyg
ttctgcgegt
tgccggatca
taccaaatac
caccgcctac
agtcgtgtcet
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatccggt
acgcctggta
tgtgatgctc
ggttcctgge
ctgtggataa
ccgagcgeag
tceeecgegeyg
cactataggg
agatatacat
taagccagag
tggatcttca
agcgttceget
tagaattcaa
ggctcacaga
tgcaccagct
tgcaccagct
tgcaccagct
tgcaccagcet
tgcaccagct
tgcaccaget
tgcaccagcet
tgcaccagct
tgcaccagct
tgcaccagct

41

atttttctaa
tcaataatat
cttttttgeg
agatgctgaa
taagatcctt
tctgctatgt
catacactat

ggatggcatg
ggccaactta
catgggggat
aaacgacgag
aactggcgaa
taaagttgca
atctggagcece
gccctecegt
tagacagatc
ttactcatat
gaagatcctt
agcgtcagac
aatctgctge
agagctacca
tgtcecttcta
atacctcgcet
taccgggttyg
gggttegtge
gcgtgagceta
aagcggcagyg
tctttatagt
gtcagggggyg
cttttgctgg
ccgtattacce
cgagtcagtg
ttggcecgatt
agaccacaac
atgaaacatc
gtcaagccag
gaaatcttct
aaaagacagg
gctgatcaga
gaacagattg
ccggetgcetce
ccggcetgcete
ccggcetgete
ccggcetgete
ccggcectgcete
ccggetgete
ccggcetgcecte
ccggcetgete
ccggcetgetce
ccggctgcetce

atacattcaa
tgaaaaagga
gcattttgce
gatcagttgg
gagagttttc
ggcgcggtat
tctcagaatyg
acagtaagaqg
cttctgacaa
catgtaactc
cgtgacacca
ctacttactc
ggaccacttc
ggtgagcgtyg
atcgtagtta
gctgagatag
atactttaga
tttgataatc
cccgtagaaa
ttgcaaacaa
actcttttte
gtgtagcecgt
ctgctaatcc
gactcaagac
acacagccca
tgagaaagcg
gtcggaacag
cctgtcgggt
cggagcctat
ccttttgete
gcctttgagt
agcgaggaag
cattaatgca
ggtttcccte
accaccatca
aagtcaagcc
ttaagatcaa
gtaaggaaat
ccectgaaga
gtggcgccge
ctgctgccge
ctgctgecge
ctgctgcecege
ctgctgecge
ctgctgecgce
ctgctgceccge
ctgctgecgce
ctgctgceccege
ctgctgeccge
ctgctgectyg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
15980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
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aagagcaagc ttgatccgge tgctaacaa gcccgaaagg aagctgagtt ggctgetgec 3060
accgctgage aataactagc ataacccctt ggggcecctcta aacgggtett gaggggtttt 3120
ttgctgaaag gaggaactat atccggatct ggcgtaatag cgaagaggcce cgcaccgatc 3180
gcecttecca acagttgcge agcctgaatg gecgaatggga cgegecctgt agceggegeat 3240
taagcgcegge ggagtgtggtg gttacgcgca gegtgaccge tacacttgcece agcgcecctag 3300
cgccecgetcee tttcocgettte tteeccttcct ttcotegecac gttegecgge tttececgte 3360
aagctctaaa tcgggggctce cectttagggt tceccgatttag tgectttacgg cacctcgacc 3420
ccaaaaaact tgattagggt gatggttcac gtagtgggec atcgccecctga tagacggttt 3480
ttcgeececttt gacgttggag tccacgttcet ttaatagtgg actettgttce caaactggaa 3540
caacactcaa ccctatctcecg gtctattctt ttgatttata agggattttg ccgatttcgg 3600
cctattggtt aaaaaatgag ctgatttaac aaaaatttaa cgcgaatttt aacaaaatat 3660
taacgcttac aatttaggtg 3680

(B) Analisis de la proteina de fusion His(6)-SUMO-PA#1(200) producida de manera bacteriana y su escision
mediante SDS-PAGE al 12%. El gel muestra la proteina de fusion SUMO-PAS#1(200) extraida a partir de E. coli y
purificada mediante cromatografia de afinidad de metal inmovilizado (IMAC) y cromatografia de exclusién molecular
(SEC) antes (carril 1) y después de la escision proteolitica con proteasa especifica de Ubl 1 (SUMO proteasa) (carril
2) tal como se describe en el ejemplo 21. Todas las muestras se redujeron con 2-mercaptoetanol. Los tamafos de
marcadores de proteina (M), aplicados en condiciones reductoras, se indican en el margen izquierdo. La proteina de
fusion His(6)-SUMO-PA#1(200) aparece como una unica banda homogénea con un tamafio molecular aparente de
cerca de 100 kDa. Por tanto, el tamafio aparente para la proteina de fusion His(6)-SUMO-PA#1(200) observado en
SDS-PAGE es significativamente mas grande que la masa calculada de 28,3 kDa, lo cual se debe a la presencia del
polimero/polipéptido de Pro/Ala. Tras la escision, el polipéptido PA#1(200) hidréfilo no se tifie de manera detectable
mediante azul de Coomassie; por tanto, solo una pequefa fraccion residual de la proteina de fusion y la proteina
His(6)-SUMO escindida son visibles en el gel de poliacrilamida con SDS (carril 2). La proteina His(6)-SUMO muestra
una banda homogénea con un tamafio molecular aparente de cerca de 16 kDa (carril 2) que concuerda bien con su
masa molecular calculada de 12,2 kDa.

Figura 13: Conjugacioén de un polimero/polipéptido de Pro/Ala biosintético con compuestos quimicos y/o farmacos.

(A-D) Produccion de un conjugado de fluoresceina con un polimero/polipéptido PA#1(200) biosintético (SEQ ID NO:
61) monitorizada mediante cromatografia de exclusion molecular analitica (SEC). Los paneles muestran (de arriba
abajo) ejecuciones de SEC de His(6)-SUMO-PA#1(200) purificada (A), His(6)-SUMO-PA#1(200) tras la reaccion de
escision en presencia de SUMO proteasa (B), el lote de His(6)-SUMO-PA#1(200) escindida tras acoplamiento
quimico con un éster de NHS de fluoresceina (C), y el conjugado de fluoresceina-PA#1(200) tras purificacion por
IMAC (D). Se aplicaron 250 ul de proteina/polipéptido a una concentraciéon de cerca de 0,5 mg/ml a una columna
Superdex S200 10/300 GL equilibrada con PBS en un sistema de purificador Akta. Se monitorizo la absorcion a
225 nm, 280 nm y 494 nm usando un detector de UV/VIS UV-900 (GE Healthcare) y se normalizd un pico
prominente de cada cromatograma a un valor de 1. La flecha indica el volumen inicial de la columna (7,3 ml).

(E-K) Caracterizacion de fluoresceina libre, el polimero/polipéptido PA#1(200) biosintético, y su conjugado de
fluoresceina mediante SEC y espectroscopia UV/VIS. Los tres cromatogramas muestran (de arriba abajo)
PA#1(200) purificado (E), el compuesto quimico fluoresceina (F) y el conjugado de fluoresceina-PA#1(200)
purificado (G). Los cuatro espectros UV/VIS muestran la proteina de fusion His(6)-SUMO-PA#1(200) purificada (H),
el polimero/polipéptido PA#1(200) purificado (1), fluoresceina libre (J) y el conjugado de fluoresceina-PA#1(200)
purificado (K) (todos en PBS). Las flechas indican bandas/hombros de absorcién caracteristicos de SUMO (280 nm),
PA#1(200) (225 nm) y fluoresceina (494 nm).

(L) Curva de calibracidon para los cromatogramas de (A-G) usando una columna Superdex S200 10/300 GL. El
logaritmo del peso molecular (PM) de proteinas marcadoras (aprotinina, 6,5 kDa; citocromo C, 12,4 kDa; anhidrasa
carbonica, 29,0 kDa; albumina sérica bovina, 66,3 kDa; alcohol deshidrogenasa, 150 kDa; B-amilasa, 200 kDa;
apoferritina, 440 kDa) se represent6 graficamente frente a sus volumenes de elucién (x) y se ajusté mediante una
linea recta. A partir de los volimenes de elucion observados de His(6)-SUMO-PA#1(200) (10,81 ml), PA#1(200)
(11,51 ml), fluoresceina-PA#1(200) (11,49 ml) y fluoresceina (27,57 ml), se determinaron sus tamafios moleculares
aparentes de la siguiente manera. His(6)-SUMO-PA#1(200): 215,6 kDa, PA#1(200): 154,1 kDa (masa auténtica:
16,1 kDa), fluoresceina-PA#1(200): 155,6 kDa (masa auténtica: 16,6 kDa); SUMO: 25,7 kDa (masa auténtica:
12,2 kDa); fluoresceina: 0,09 kDa (masa auténtica: 0,33 kDa). Estos datos muestran que la fusion con el
polipéptido/polimero de Pro/Ala confiere un volumen hidrodinamico muy ampliado al farmaco conjugado en
comparacion con el compuesto sin modificar.

(M) Caracterizacion del conjugado quimico entre el polipéptido/polimero PA#1(200) biosintético y el compuesto
esteroideo digoxigenina mediante espectrometria de masas con ionizacién por electropulverizacion (ESI-MS). Un
espectro de ESI-MS simplificado de digoxigenina-PA#1(200) revela una masa de 16671,4 Da, lo que coincide
esencialmente con la masa calculada para el conjugado de digoxigenina-PA#1(200) (16670,6 Da).

Figura 14: llustracion de conjugados quimicos entre el polipéptido/polimero PA#1(200) biosintético y farmacos de
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molécula pequena.

(A) Fluoresceina acoplada al extremo N-terminal de PA#1(200) biosintético.
(B) Digoxigenina acoplada al extremo N-terminal de PA#1(200) biosintético.
Ejemplos

La presente invencion se describe adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitativos ilustrativos que
proporcionan una mejor comprension de la presente invencién y de sus muchas ventajas.

A menos que se indique lo contrario, se usaron métodos establecidos de tecnologia génica recombinante tal como
se describe, por ejemplo, en Sambrook (2001), citado anteriormente.

Ejemplo 1: Sintesis génica para polimeros/polipéptidos de aminoacidos de Pro/Ala.

Tal como se describié anteriormente en el presente documento, en el presente documento las repeticiones de
aminoacidos que consisten en residuos de Pro y Ala se representan como Pro/Ala o “PA”. Se obtuvieron fragmentos
génicos que codificaban para una secuencia de polimero repetitiva que comprendia Pro y Ala (PA#1 que
corresponde a SEQ ID NO: 1) mediante hibridacion de los dos oligodesoxinucleétidos complementarios (SEQ ID NO:
17 y SEQ ID NO: 18) mostrados en la figura 1, seguido por formacidon de concatémeros de una manera dirigida
mediante ligacion de ADN de sus extremos cohesivos mutuamente compatibles pero no palindromicos. Los
oligodesoxinucleotidos se adquirieron de ThermoScientific (Ulm, Alemania) y se purificaron mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida con urea preparativa. Las secuencias de acido nucleico de los oligodesoxinucleétidos se
representan en la figura 1 (SEQ ID NO: 17 y 18) que comprenden un codén de GCC adicional para alanina, que
pasa a ser parte de la siguiente repeticion de secuencia de PA#1 tras la ligacion de los extremos cohesivos
correspondientes. Se realizé fosforilacion enzimatica mezclando 200 pmol de ambos oligodesoxinucleétidos en
100 pl de Tris/HCI 50 mM pH 7,6, MgCl, 10 mM, DTT 5 mM, ATP 1 mM e incubacién durante 30 min a 37°C en
presencia de 10 u de polinucledtido cinasa (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Alemania). Tras la desnaturalizacion
durante 10 min a 80°C, se enfrié la mezcla hasta temperatura ambiente durante la noche para lograr la hibridacion.
Después se ligaron 50 pl de esta disolucion afiadiendo 1 u de ADN ligasa de T4 (MBI Fermentas) y 10 ul de Tris/HCI
100 mM pH 7,4, MgCl, 50 mM, DTT 20 mM, ATP 10 mM, y en algunos casos 5 mM de cada uno de dATP, dCTP,
dGTP y dTTP, en un volumen total de 100 pl e incubacidn durante 55 min sobre hielo. Tras 10 min de inactivacion
térmica a 70°C, se separaron los productos de ligacion mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5% (p/v) en
presencia de tampodn de TAE (Tris 40 mM, acido acético 20 mM, EDTA 1 mM). Tras la tincidon con bromuro de etidio
se escindio y aisl6 la banda correspondiente al segmento génico ensamblado con una longitud de 300 pb.

Ejemplo 2: Construccion de pFab-PA#1(200) como vector de expresion para una proteina de fusion Fab-PA#1.

Para clonar una repeticion de 10 meros del fragmento génico sintético que codifica para la secuencia de
20 aminoacidos de PA#1 del ejemplo 1, se empled el vector de plasmido pASK88-Fab-2xSapl (SEQ ID NO: 22), un
plasmido de expresién para un fragmento Fab (Schlapschy (2007) Protein Eng. Des. Sel. 20:273-284) que albergaba
una secuencia de nucleétidos con dos sitios de restriccion Sapl en orientaciéon complementaria inversa en el extremo
3’ de la cadena ligera (figura 2A). Este vector, que es un derivado de pASK75 (Skerra, A. (1994) Gene 151:131-135),
se cortd con Sapl, se desfosforild con fosfatasa alcalina de camarén (USB, Cleveland, OH), y se ligé con un casete
de 300 pb del fragmento de ADN sintético obtenido del ejemplo 1. Se corté de nuevo el plasmido pFab-PA#1(100)
intermedio resultante con Sapl, se desfosforil6 con fosfatasa alcalina de camarén y se ligd con un casete de 300 pb
del fragmento de ADN sintético obtenido del ejemplo 1 (tal como se muestra a modo de ejemplo en la figura 2B, sin
embargo con tan sélo un casete de polimero/polipéptido PA#1(20)). El plasmido resultante se denominé pFab-
PA#1(200) (SEQ ID NO: 28) (figura 2C). Debe observarse que en este plasmido la region codificante para la
repeticion de secuencia de PA#1 de 200 residuos estaba flanqueada por dos restricciones de Sapl, lo cual permite la
escision precisa y subclonacion adicional del casete de secuencia completa, que porta proyecciones de nucleétidos
de GCCenb5.

Tras la transformacion de E. coli XL1-Blue (Bullock (1987) Biotechniques 5: 376-378), se preparé el plasmido y se
confirmo la secuencia del inserto de acido nucleico sintético clonado mediante analisis de restriccion y secuenciacion
de ADN bicatenario (ABI-Prism™310 Genetic analyzer, Perkin-EImer Applied Biosystems, Weiterstadt, Alemania)
usando el kit de terminador BigDye™ asi como cebadores de oligodesoxinucledtidos que permitieron la
secuenciacion desde ambos lados.

Ejemplo 3: Construccion de pASK-PA#1(200)-IFNa2b como vector de expresién para una proteina de fusion
PA#1(200)-IFNa2b.

Para la construccién de un plasmido de expresion que codificaba para IFNa2b como fusién con una repeticion de
secuencia de PA#1 de 200 residuos, PA#1(200), se cortd pASK-IFNa2b (SEQ ID NO: 32) (figura 2D) con Sapl, se
desfosforild con fosfatasa alcalina de camardn y se ligdé con el fragmento génico que codificaba para el polipéptido
PA#1 de 200 residuos escindido a partir del plasmido pFab-PA#1(200) anteriormente construido (ejemplo 2)
mediante digestion de restriccion con Sapl (tal como se muestra a modo de ejemplo en la figura 2E, sin embargo con
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tan solo un casete de polimero/polipéptido PA#1(20)). Tras la transformacion de E. coli JM83 (Yanisch-Perron.
(1985) Gene 33:103-119), se preparo el plasmido y se confirmé la presencia del inserto correcto mediante analisis
de restriccion. El plasmido resultante se denominé pPA#1(200)-IFNa2b (SEQ ID NO: 37) (figura 2F).

Ejemplo 4: Produccion bacteriana y purificacion de proteinas de fusion entre un fragmento Fab y un
polimero/polipéptido PA#1 genéticamente codificado.

Se produjeron el fragmento Fab (masa calculada: 48,0 kDa) y la fusion Fab-PA#1(200) (masa calculada: 64,3 kDa) a
22°C en E. coli KS272 que albergaba los plasmidos de expresion correspondientes del ejemplo 3, junto con el
plasmido auxiliar de plegamiento pTUM4 (Schlapschy (2006) Protein Eng. Des. Sel. 19:385-390), usando cultivos en
matraz de agitador con 2 | de medio LB que contenia ampicilina 100 mg/l y cloranfenicol 30 mg/l. Se realizé la
induccion de expresidon génica recombinante mediante adicion de 0,4 mg de anhidrotetraciclina a DOsso = 0,5
durante la noche (dando normalmente como resultado DOsso de cerca de 1,0 en la recogida). Se realizo la extraccion
periplasmica en presencia de sacarosa 500 mM, EDTA 1 mM, Tris/HCI 100 mM pH 8,0 que contenia lisozima
50 pg/ml tal como se describe en otra parte (Breustedt (2005) Biochim. Biophys. Acta 1764:161-173) y se sigui6 por
purificacion por medio de la cola de His6 usando cromatografia de afinidad de metal inmovilizado (Skerra (1994)
Gene 141: 79-84) con un gradiente de imidazol de desde 0 hasta 200 mM en betaina 500 mM, fosfato de Na 50 mM
pH 7,5.

Se obtuvieron preparaciones de proteinas homogéneas para ambos fragmentos Fab recombinantes (figura 3A) con
rendimientos de 0,2 mg I'' DO para el Fab sin fusionar y 0,1 mg I'' DO-' para Fab-PA#1(200). Se realizd6 SDS-
PAGE usando un sistema de tampén Tris de alta molaridad (Fling (1986) Anal. Biochem. 155: 83-88). Se
determinaron las concentraciones de proteinas segun la absorcion a 280 nm usando coeficientes de extincion
calculados (Gill (1989) Anal. Biochem. 182: 319-326) de 68290 M-' cm-" tanto para el Fab sin fusionar como para su
fusion con polimero PA#1 ya que el polimero de Pro/Ala no contribuia a la absorcion UV debido a su falta de
aminoacidos aromaticos.

Ejemplo 5: Produccién bacteriana y purificacion de proteinas de fusion entre IFNa2b y un polimero/polipéptido PA#1
genéticamente codificado.

Se produjeron IFNa2b (masa calculada: 20,9 kDa) y PA#1(200)-IFNa2b (masa calculada: 37,0 kDa) a 22°C en E. coli
KS272 que albergaba los plasmidos de expresion correspondientes del ejemplo 3, junto con el plasmido auxiliar de
plegamiento pTUM4 (Schlapschy (2006), citado anteriormente), usando cultivos en matraz de agitador con 2 | de
medio LB que contenia ampicilina 100 mg/l y cloranfenicol 30 mg/l. Se realiz6 la induccion de expresion génica
recombinante mediante adicion de 0,4 mg de anhidrotetraciclina a DOsso = 0,5 durante la noche (dando normalmente
como resultado DOssy de cerca de 1,0 en la recogida). Se realizé la extraccion periplasmica en presencia de
sacarosa 500 mM, EDTA 1 mM, Tris/HCI 100 mM pH 8,0 que contenia lisozima 50 pg/ml tal como se describe en
otra parte (Breustedt (2005), citado anteriormente) y se siguié por purificacion mediante Strep-tag Il usando
cromatografia de afinidad por estreptavidina (Schmidt (2007) Nat. Protoc. 2:1528-1535) en presencia de NaCl
150 mM, EDTA 1 mM, Tris/HCI 100 mM, pH 8,0.

Se obtuvieron preparaciones de proteinas homogéneas para ambas proteinas IFNa2b recombinantes (figura 3B) con
rendimientos de 0,15 mg I'' DO para IFNa2b y 0,1 mg I'' DO™' para PA#1(200)-IFNa2b. Se realiz6 SDS-PAGE
usando un sistema de tampodn Tris de alta molaridad (Fling (1986), citado anteriormente). Se determinaron las
concentraciones de proteinas segun la absorcion a 280 nm usando coeficientes de extincion calculados (Gill (1989),
citado anteriormente) de 23590 M-' cm™! tanto para IFNa2b sin fusionar como para su fusion con polimero PA#1.

Ejemplo 6: Medicién del volumen hidrodinamico para la proteina de fusién recombinante entre un fragmento Fab y
un polimero PA#1 genéticamente codificado de 200 residuos mediante filtracion en gel analitica.

Se llevo a cabo cromatografia de exclusion molecular (SEC) en una columna Superdex S200 HR 10/300 GL (GE
Healthcare Europe, Friburgo, Alemania) a una velocidad de flujo de 1 ml/min usando un sistema Akta Purifier 10 (GE
Healthcare) con PBS (NaCl 115 mM, KH.PO4 4 mM, Na;HPO4 16 mM; pH 7,4) como tampoén de corrida. Se
aplicaron individualmente muestras de 250 pl del fragmento Fab purificado y su fusion con PA#1 de 200 residuos,
obtenidas a partir de la cromatografia de afinidad por afinidad a metal tal como se describié en el ejemplo 4, a una
concentracion de 0,25 mg/ml en PBS. Ambas proteinas eluyeron en un unico pico homogéneo tal como se muestra
en la figura 4A.

Para la calibraciéon de columna (figura 4B), se aplicaron 250 pul de una mezcla apropiada de las siguientes proteinas
globulares (Sigma, Deisenhofen, Alemania) en PBS a concentraciones de proteina de entre 0,2 mg/ml y 0,5 mg/mi:
citocromo ¢, 12,4 kDa; anhidrasa carbonica, 29,0 kDa; ovoalbumina, 43,0 kDa; albumina sérica bovina, 66,3 kDa;
alcohol deshidrogenasa, 150 kDa; B-amilasa, 200 kDa; apo-ferritina, 440 kDa.

Como resultado, la proteina de fusién con el polimero/polipéptido PA#1 de 200 residuos mostré un tamafio
significativamente mas grande que las proteinas globulares correspondientes con el mismo peso molecular. El
aumento de tamafio aparente para Fab-PA#1(200) fue de 7,4 veces en comparacion con el fragmento Fab sin
fusionar, mientras que la masa auténtica sélo era 1,3 veces mayor. Esta observacion indica claramente un volumen
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hidrodinamico muy aumentado conferido al fragmento Fab biolégicamente activo por el segmento de polipéptido
Pro/Ala segun esta invencion.

Ejemplo 7: Medicion del volumen hidrodinamico para la proteina de fusién recombinante entre IFNa2b y un polimero
PA#1 genéticamente codificado de 200 residuos mediante filtracion en gel analitica.

Se llevd a cabo cromatografia de exclusion molecular con IFNa2b y PA#1(200)-IFNa2b en una columna Superdex
S200 HR 10/300 GL (GE Healthcare) a una velocidad de flujo de 1 ml/min usando un sistema Akta Purifier 10 (GE
Healthcare) de manera similar tal como se describe en el ejemplo 6. Ambas proteinas eluyeron en un unico pico
homogéneo tal como se muestra en la figura 4C.

Como resultado, la proteina de fusién con el polimero/polipéptido PA#1 de 200 residuos mostré un tamafio
significativamente mas grande que las proteinas globulares correspondientes con el mismo peso molecular (figura
4D). El aumento de tamafo aparente para PA#1(200)-IFNa2b fue de 10,2 veces en comparacién con la proteina
IFNa2b sin fusionar mientras que la masa auténtica soélo fue 1,8 veces mayor. Esta observacion indica claramente
un volumen hidrodinamico muy aumentado conferido al interferon biolégicamente activo por el polimero/polipéptido
de Pro/Ala segun esta invencion.

Ejemplo 8: Deteccion de conformacion de enrollamiento al azar para el polimero PA#1 biosintético fusionado a un
fragmento Fab mediante espectroscopia de dicroismo circular.

Se analiz6 la estructura secundaria usando un espectropolarimetro J-810 (Jasco, GroR-Umstadt, Alemania)
equipado con una cubeta de cuarzo 106-QS (longitud de trayecto de 0,1 mm; Hellma, Millheim, Alemania). Se
registraron espectros desde 190 hasta 250 nm a temperatura ambiente acumulando 16 ejecuciones (ancho de
banda de 1 nm, velocidad de barrido de 100 nm/min, respuesta de 4 s) usando disoluciones de proteina de 3,12 a
15,4 uM obtenidas del ejemplo 4 en K;SO4 50 mM, fosfato de K 20 mM pH 7,5. Tras la correcciéon de blancos de
disolucion, se suavizaron los espectros usando el software del instrumento y se calculé la elipticidad molar ®y segun
la ecuacion:

C]
@ - obs
Y |

mediante la cual O indica la elipticidad medida, c la concentracion de proteina [mol/l], d la longitud de trayecto de
la cubeta de cuarzo [cm]. Se representaron graficamente los valores de ®u frente a la longitud de onda usando
Kaleidagraph (Synergy Software, Reading, PA).

El espectro de dicroismo circular (CD) medido para el Fab recombinante era segun plegamiento de inmunoglobulina
dominado por laminas B, mientras que el espectro para la proteina de fusion Fab-PA#1(200) revel6 una contribucion
significativa de conformacion de enrollamiento al azar (figura 5A). Para analizar la contribucion espectroscopica del
segmento de polipéptido Pro/Ala en mas detalle, se calculd el espectro de CD de diferencia molar con respecto al
fragmento Fab sin fusionar (figura 5B) mediante sustraccion de este ultimo espectro del de Fab-PA#1(200). Como
resultado, se observé un fuerte minimo alrededor de 200 nm, lo cual es caracteristico de una conformacién de
enrollamiento al azar. Por tanto, la secuencia de Pro/Ala como parte de la proteina de fusidon recombinante parece
estar presente como polimero de enrollamiento al azar en condiciones de tampdn fisiologico.

Ejemplo 9: Deteccidon de conformacion de enrollamiento al azar para el polimero PA#1 genéticamente codificado
fusionado a IFNa2b mediante espectroscopia de dicroismo circular.

Se analiz6 la estructura secundaria mediante mediciones de CD para IFNa2b y PA#1(200)-IFNa2b (obtenido del
ejemplo 5) tal como se describié en el ejemplo 8 usando disoluciones de proteina de 3,6 a 38,7 uM. El espectro de
PA#1(200)-IFNa2b reveld contribuciones significativas de estructura secundaria de hélices «, indicativa del
plegamiento en haz de hélices o conocido de interferén, asi como de conformacion de enrollamiento al azar (figura
5C). Para analizar las contribuciones espectroscépicas de la pareja de fusion de polimero de Pro/Ala en mas detalle,
se calculd el espectro de CD de diferencia molar con respecto a IFNa2b sin fusionar mediante sustraccion de los dos
espectros individuales (figura 5D). Como resultado, se observé un fuerte minimo alrededor de 200 nm caracteristico
de una conformacién de enrollamiento al azar. Por tanto, el segmento de polipéptido Pro/Ala como parte de la
proteina de fusién recombinante parece estar presente como polimero de enrollamiento al azar en condiciones de
tampdn acuoso.

Ejemplo 10: Analisis cuantitativo de la estructura secundaria del fragmento Fab, de IFNa2b y de sus fusiones con
polimero PA#1 de 200 residuos.

Se cuantificé individualmente el contenido en estructura secundaria del fragmento Fab, Fab-PA#1(200), IFNa2b y
PA#1(200)-IFNa2b a partir de los espectros de CD correspondientes medidos en los ejemplos 8 y 9 usando el
programa de deconvolucion de estructura secundaria CDNN ver. 2.1 (Béhm (1992) Protein Eng. 5:191-195) con un
conjunto de 33 espectros de base para la deconvolucién de espectros de CD complejos. Los resultados de este
analisis se proporcionan en la siguiente tabla:
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Fab Fab-PA#1 | Dif.: PA#1 | IFNa2b | PA#1 (100)- | Dif.: PA#1

(200) (200) IFNa2b (200)
hélice o 9,5% 7,5% 21% 38,2% 31,0% 0,7%
lamina f antiparalela 40,4% 3,1% 0% 1,8% 0,2% 4,6%
lamina f paralela 6,9% 1,3% 0,3% 8,4% 0,7% 0,6%
giro B 6,2% 50,4% 78,6% 19,2% 75,2% 69,7%
enrollamiento al azar 37.2% 63,4% 94,8% 35,9% 64,4% 97,5%
¥ total 100,2% 125,8% 175,8% 103,5% 171,4% 170,0%
¥ de giro B y enrollamiento al | 43,4% 113,8% 173,4% 55,1% 139,6% 169,1%
azar

En comparacion con el contenido en estructura secundaria predominantemente de laminas B del fragmento Fab
recombinante, que es segun su plegamiento de inmunoglobulina conocido (véase Eigenbrot (1993) J. Mol. Biol.
229:969-995), la fraccion de conformacion no estructurada (que comprende enrollamiento al azar y giro ) aumenta
claramente si se fusiona el polimero PA#1 al fragmento Fab. El espectro de CD de diferencia para el segmento de
polipéptido de Pro/Ala revela una clara conformacion de enrollamiento al azar. El andlisis de la estructura secundaria
muestra la presencia de una alta fraccion de conformaciones no estructuradas (que comprenden enrollamiento al
azar y giro ) que casi comprenden el 100% de la estructura secundaria total. De manera similar, en comparacion
con el contenido en estructura secundaria predominantemente en hélices a de IFNa2b recombinante, que es segun
su estructura tridimensional conocida como proteina en haz de hélices o (Radhakrishnan (1996) Structure 4:1453-
1463), la fraccion de conformacion no estructurada para la proteina completa aumenta claramente si se fusiona el
polimero PA#1 a IFNa2b. El espectro de CD de diferencia para el segmento de polipéptido de Pro/Ala revela una
clara conformacién de enrollamiento al azar. El analisis de la estructura secundaria muestra la presencia de una alta
fraccion de conformaciones no estructuradas (que comprenden enrollamiento al azar y giro ) que casi comprenden
el 100% de la estructura secundaria total.

Se obtuvieron diferentes resultados cuando se realizé un analisis tedrico de la secuencia de polimero PA#1 usando
el algoritmo de Chou-Fasman (Chou y Fasman (1974) Biochemistry 13: 222-245). En la figura 7 se ilustran los
resultados de este analisis. Este algoritmo predice la estructura secundaria en hélices a al 100%, lo cual contrasta
claramente con los datos experimentales. Por tanto, este algoritmo no es util para predecir con confianza la
conformacioén no estructurada para un polimero de aminoacidos segun la invencion.

Ejemplo 11: Construccion de pASK75-His6-PA#1(200)-hGH como vector de expresion para una proteina de fusion
His6-PA#1(200)-hGH.

Para la construccion de un plasmido de expresion que codificaba para hGH como fusién con una repeticion de
secuencia de PA#1 de 200 residuos, PA#1(200), se cortdé pASK75-His6-hGH (SEQ ID NO: 41) (figura 6A) con Sapl,
se desfosforild con fosfatasa alcalina de camardén y se ligd con el fragmento génico que codificaba para el
polipéptido PA#1 de 200 residuos escindido del plasmido anteriormente construido pFab-PA#1(200) (ejemplo 2)
mediante digestion de restriccion con Sapl (tal como se muestra a modo de ejemplo en la figura 6B, con tan sdélo un
casete de polimero/polipéptido PA#1(20)). Tras la transformacion de E. coli JM83 (Yanisch-Perron. (1985), citado
anteriormente), se preparé el plasmido y se confirmé la presencia del inserto correcto mediante analisis de
restriccion. El plasmido resultante se denomind pASK75-His6-PA#1(200)-hGH (SEQ ID NO: 46) (figura 6C).

Ejemplo 12: Construccién de un vector de expresion para la produccion secretora de hormona del crecimiento
humana fusionada con un polimero/polipéptido PA#1 de 200 residuos en células de ovario de hamster chino.

El vector pASK75-His6-PA#1(200)-hGH (SEQ ID NO: 46), un derivado de pASK75 (Skerra (1994), citado
anteriormente), que permite la produccion procariota de la proteina de fusion hGH PA#1, se cortd con Nhel y Hindlll.
Se purificd este fragmento mediante electroforesis en gel de agarosa y se ligé con el vector cortado de manera
correspondiente pCHO (SEQ ID NO: 50). Tras la transformacion de E. coli XL1-Blue (Bullock (1987), citado
anteriormente), se prepard el plasmido y se verificd la correcta insercion del fragmento mediante analisis de
restriccion. El plasmido resultante, que codifica para el péptido sefial de hGH fusionado a la cola de His6, un
segmento de polipéptido PA#1(200) y la hormona del crecimiento humana (hGH), se denominé pCHO-PA#1(200)-
hGH SEQ ID NO: 48) y se representa en la figura 6D.

Ejemplo 13: Produccion secretora de una proteina de fusidon entre hormona del crecimiento humana (hGH) vy el
polimero PA#1 genéticamente codificado en células CHO.

Se cultivaron células CHO-K1, ATCC n.° CCL-61, en medio Quantum 263 (PAA Laboratories, Colbe, Alemania) en
una placa de plastico de 100 mm hasta que se alcanzé una confluencia del 50%. Se transfectaron las células con
8 ug de pCHO-PA#1(200)-hGH (SEQ ID NO: 48) o, para control, pPCHO-hGH (SEQ ID NO: 49), un plasmido similar
que codificaba para hGH sin la secuencia de PA#1(200), usando el kit Nanofectin (PAA Laboratories, Cdlbe,
Alemania). Tras 6 h, se cambié el medio de cultivo celular por 7 ml de medio de suero reducido con Opti-MEM®-|
(Invitrogen, Darmstadt, Alemania) y se incubaron las células a 37°C en una atmosfera humidificada con CO, al 5%.
Tras dos dias, se tomaron 20 pl del sobrenadante de cultivo celular y se diluyeron con 5 ul de tampoén de carga de
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SDS-PAGE que contenia B-mercaptoetanol. Tras 5 min de calentamiento a 95°C, se sometieron 15 pl de cada
muestra a SDS-PAGE al 12%. Tras la electrotransferencia sobre una membrana de nitrocelulosa (Schleicher &
Schuell, Dassel, Alemania) por medio de un aparato de transferencia en semiseco, se lavd la membrana 3 veces
durante 15 min con 10 ml de PBST (PBS que contenia Tween 20 al 0,1% v/v). Se incubd la membrana con 10 ml de
una dilucién 1:1000 de anticuerpo anti-hormona del crecimiento humana ab1956 conjugado con peroxidasa del
rabano (Abcam, Cambridge, R.U.). Tras la incubacion durante 1 h y el lavado de la membrana dos veces durante 5
min con 20 ml de PBST y dos veces durante 5 min con PBS, se realizo la reaccién cromogénica en presencia de 15
ml de disolucion de 3,3-diaminobencidina SIGMAFAST™ (Sigma-Aldrich Chemie, Munich, Alemania). Se detuvo la
reaccion lavando con agua y secando al aire la membrana. La transferencia revel6 sefiales para ambas muestras de
proteina recombinante (figura 6E), proporcionando por tanto la produccion secretora de la proteina de fusion de hGH
con el polipéptido PA#1 en células CHO.

Ejemplo 14: Produccién bacteriana y purificacion de proteinas de fusiéon entre hGH y un polimero/polipéptido PA#1
genéticamente codificado.

Se produjeron hormona del crecimiento humana (hGH) (masa calculada: 23,4 kDa), PA#1(200)-hGH (masa
calculada: 39,6 kDa), PA#1(400)-hGH (masa calculada: 55,8 kDa) y PA#1(600)-hGH (masa calculada: 72,0 kDa) en
E. coli KS272 que albergaba los plasmidos de expresion correspondientes del ejemplo 11 o sus derivados con un
casete de secuencia de PA#1 doble (que codificaba para 400 residuos) o triple (600 residuos), respectivamente. Se
realiz6 la produccion bacteriana a 22°C en cultivos en matraz de agitador con 2 | de medio LB que contenia glucosa
2,5 g/l, prolina 0,5 g/l y ampicilina 100 mg/l. Se realizé la induccion de expresidon génica recombinante mediante
adiciéon de 0,4 mg de anhidrotetraciclina a DOssp = 0,5 durante 3 h. Se llevé a cabo la extraccion periplasmica en
presencia de sacarosa 500 mM, EDTA 1 mM, Tris/HCI 100 mM pH 8,0 que contenia lisozima 50 pg/ml tal como se
describe en otra parte (Breustedt (2005), citado anteriormente) y se siguio por purificacion mediante la cola de His6
usando la columna de afinidad de alto rendimiento HisTrap (GE Healthcare) con fosfato de Na 40 mM pH 7,5, NaCl
0,5 M como tampén. Se eluyeron las proteinas usando un gradiente de concentracion de imidazol de desde 0 hasta
150 mM (disuelto en el tampon de corrida y ajustado con HCI a pH 7,5) y se purificaron adicionalmente mediante
cromatografia de exclusion molecular usando una columna Superdex 200-HR10/30 (GE Healthcare) equilibrada con
PBS (NaCl 115 mM, KH2PO4 4 mM, Na,HPO4 16 mM, pH 7,4).

Tras la cromatografia de exclusion molecular se obtuvieron preparaciones de proteinas homogéneas para todas las
proteinas de fusion de hGH recombinantes sin signos de agregacion y con rendimientos de 1 mg I'' DO-! para hGH,
0,3 mg I'" DO para PA#1(200)-hGH, 0,3 mg I DO"' para PA#1(400)-hGH y 0,2 mg I'' DO™" para PA#1(600)-hGH.
Se realizé SDS-PAGE usando un sistema de tampon Tris de alta molaridad (Fling (1986), citado anteriormente). Se
determinaron las concentraciones de proteinas segun la absorcion a 280 nm usando coeficientes de extincion
calculados (Gill (1989), citado anteriormente) de 16050 M-' cm™ para la hGH sin fusionar y todas sus fusiones con
polipéptido PA#1.

Ejemplo 15: Medicion de la afinidad de uniéon de hormona del crecimiento humana y sus fusiones con polimero PA#1
frente al dominio extracelular de receptor de hormona del crecimiento humana usando resonancia de plasmon
superficial.

Se determind la afinidad de hGH y sus fusiones con polipéptido PA#1 frente a una proteina de fusion de receptor de
hormona del crecimiento humana con Fc (hGHR-Fc; R&D Systems) mediante mediciones en tiempo real de
resonancia de plasmon superficial (SPR) en un sistema Biacore 2000 (GE Healthcare). En primer lugar, se
inmovilizaron 15 pl de anticuerpo de captura de ratén anti-lgG humana-Fc (Jackson Immuno Research) a una
concentracion de 100 ug/ml en acetato de Na 10 mM pH 5,0 a la superficie de dos canales de flujo de un chip de
CMDP (XanTec bioanalytics) usando un kit de acoplamiento de amina (GE Healthcare). Esto dio como resultado
cerca de 2700 unidades de respuesta (UR). Tras el equilibrado con PBS/T (PBS que contenia Tween 20 al 0,05%
(v/v)) como tampédn de flujo, se cargd un canal del chip con hGHR-Fc 2 pg/ml a una velocidad de flujo de 5 pl/min
hasta que se alcanzo una sefal adicional de cerca de 300 UR. Después, se inyectaron 75 pul de hGH o sus fusiones
con polipéptido PA#1 en PBS/T a concentraciones variables y se midieron las fases de asociacion y disociacion con
flujo de tampodn continuo de 20 pl/min. Para la regeneracion, se aplicaron tres pulsos de 6 pl de glicina 10 mM/HCI
pH 2,7. Se corrigieron los sensogramas mediante sustraccion doble de las sefales correspondientes medidas para
el canal sin receptor inmovilizado y se determiné una referencia promedio determinada a partir de varias inyecciones
de blanco de tampdén (Myszka (1999) Mol. Recognit. 12: 279-284). Se realizé la evaluacion de datos de cinética
mediante ajuste global de los perfiles a partir de al menos siete inyecciones de muestra diferentes segun el modelo
de unién de Langmuir 1:1 usando el software BlAevaluation version 3.1 (GE Healthcare). En la siguiente tabla se
resumen los valores obtenidos a partir de mediciones de SPR para las constantes de equilibrio cinética y derivada
de los complejos entre hGH o sus fusiones con PA#1 y el receptor de hormona del crecimiento humana:

Variante de hGH kon [10° M 5] | kot [10 577 Ko [pM]
hGH 10,2 10,6 10,4
PA#1(200)-hGH 4,75 9,18 19,3
PA#1(400)-hGH 3,26 14,0 429
PA#1(600)-hGH 3,29 12,5 38,0
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Estos datos muestran que la fusion de hGH con polipéptidos PA#1 de diferentes longitudes no interfiere
significativamente con la unién a receptor. Todas las fusiones con polipéptido PA#1 de hGH conservan actividad de
union a receptor dentro de un factor 5 en comparacion con la hGH recombinante que carece de un polipéptido PA#1.

Ejemplo 16: Deteccidon de semivida en plasma prolongada in vivo para las proteinas de fusién recombinantes entre
un fragmento Fab y polimeros PA#1 genéticamente codificados.

Se realizaron inyecciones intravenosas a ratones BALB/c adultos (poblacion reproductora SPF; TU Muinchen,
Freising, Alemania) segun la siguiente tabla:

Grupo A B D
Elemento de prueba Fab Fab-PA#1(200) Fab-PA#1(600)
Via de administracion intravenosa

Dosis [mg/kg de p.c.] 5,0 5,0 5,0
Concentracion [mg/ml] 1,0 1,0 1,0
Volumen de aplicacion [ml/kg de p.c.] 5,0

N.° de animales/grupo 9 9 9

N.° de puntos de tiempo de toma de muestras de sangre 12 12 12

N.° de animales/punto de tiempo de toma de muestras 3 3 3

N.° de tomas de muestras de sangre/animal 4/1 4/1 4/1

El volumen total de elemento de prueba administrado por via intravenosa se calcul6 segun el peso corporal
individual (p.c.) registrado en el dia de administracion (por ejemplo, un animal con 20 g de peso corporal recibio
100 pl de elemento de prueba 1 mg/ml). Se realizaron tomas de muestras de sangre segun la siguiente tabla:

Puntos de tiempo para tomas de muestras de sangre tras la inyeccion
Elemento de Subgrupo | 10 min |30 min|1h |2h |3h(4h|6h|8h|12h|24h|36h|48h
prueba
X X X X
1 X X X X
X X X X
Fab X X X X
Fab-PA#1 (200) 2 X X X X
Fab-PA#1 (600) X X X X
X X X X
3 X X X X
X X X X

Para cada sustancia (elemento de prueba) se realizaron inyecciones en total a nueve animales (divididos en tres
subgrupos 1-3 con tres animales cada uno), proporcionando cada uno cuatro muestras en diferentes puntos de
tiempo. Se tomaron muestras de sangre (aproximadamente 50 pl) de la vena de la cola y se almacenaron a 4°C
durante 30 min. Tras la centrifugacion durante 10 min a 10.000 g y 4°C, se congeldé inmediatamente el sobrenadante
(plasma) y se almaceno a -20°C.

Para la deteccion cuantitativa de la proteina de fusién de Fab en un ELISA, se recubrieron los pocillos de una placa
de microtitulacion de 96 pocillos (Maxisorb, NUNC, Dinamarca) durante la noche a 4°C con 50 pl de una disoluciéon
10 ug/ml de antigeno de ectodominio Her2/ErbB2 recombinante en NaHCO3; 50 mM pH 9,6. Después, se bloquearon
los pocillos con 200 pl de BSA al 3% (p/v) en PBS durante 1 h y se lavaron tres veces con PBS/T (PBS que contenia
Tween 20 al 0,1% (v/v)). Se aplicaron las muestras de plasma en serie de dilucion en PBS/T que contenia plasma de
raton al 0,5% (v/v) de un animal no tratado y se incubaron durante 1 h. Después se lavaron los pocillos tres veces
con PBS/T y se incubaron durante 1 h con 50 pl de una disolucion diluida 1:1000 de un conjugado con fosfatasa
alcalina de anticuerpo anti-Cx humana en PBS/T. Tras lavar dos veces con PBS/T y dos veces con PBS se inicio6 la
reaccion cromogénica afiadiendo 50 pl de fosfato de p-nitrofenilo 0,5 pg/ml en Tris/HCI 100 mM pH 8,8, NaCl
100 mM, MgClz 5 mM como sustrato, y tras 15 min a 25°C se midi6 la absorbancia a 405 nm. Se cuantificaron las
concentraciones de Fab, Fab-PA#1(200) y Fab-PA#1(600) en las muestras de plasma mediante comparacion de las
sefiales medidas con curvas patrén que se determinaron para series de dilucion para las proteinas purificadas
correspondientes a concentraciones definidas en PBS/T que contenia plasma de raton al 0,5% (v/v) de animales no
tratados.

Para estimar la semivida en plasma de Fab, Fab-PA#1(200) y Fab-PA#1(600), se determinaron los valores de
concentracion, c(t), para cada punto de tiempo a partir de mediciones de ELISA y se representaron graficamente
frente al tiempo tras la inyeccion intravenosa, t. Se ajustaron numéricamente estos datos usando el software
KaleidaGraph suponiendo una disminucién biexponencial segun la ecuacion
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mediante lo cual t*12 y t#12 son los valores de semivida de la fase de distribucién o y la fase de eliminacion B,
respectivamente. ¢y es la concentracion en sangre total en el punto de tiempo cero mientras que c. es la amplitud de
concentracion para la fase de distribucion.

La figura 8 representa la farmacocinética para los tres elementos de prueba en ratones BALB/c. Mientras que el Fab
recombinante muestra un aclaramiento en sangre rapido con una semivida de eliminacion de tan sélo cerca de 1,3 h,
las proteinas de fusion Fab-PA#1(200) y Fab-PA#1(600) tienen una semivida prolongada mas de 3 veces y 29 veces
con valores correspondientes de cerca de 4,1 h 'y 38,8 h, respectivamente. Estos datos demuestran que la semivida
en plasma in vivo de un fragmento Fab se prolonga significativamente debido a la fusién con un polimero/polipéptido
de Pro/Ala, mediante lo cual la semivida se vuelve mas larga con el aumento de la longitud del polimero de
aminoacidos.

Ejemplo 17: Sintesis génica para polimeros/polipéptidos de aminoacidos P1A1 y P1A3 y construccién de pFab-
P1A1(200) y pFab-P1A3(200) como vectores de expresion para proteinas de fusion Fab-P1A1(200) y Fab-
P1A3(200).

Se obtuvieron fragmentos génicos que codificaban para una secuencia de polimero repetitiva que comprendia los
polipéptidos/polimeros de Pro/Ala P1A1 (SEQ ID NO: 51) y P1A3, también denominado PA#3 (SEQ ID NO: 3),
mediante hibridacion de pares de oligodesoxinucle6tidos complementarios, respectivamente, SEQ ID NO: 52 y SEQ
ID NO: 53 para P1A1 y SEQ ID NO: 54 y SEQ ID NO: 55 para P1A3 tal como se describié en el ejemplo 1. Se
construyeron pFab-P1A1(200) (SEQ ID NO: 58) y pFab-P1A3(200) (SEQ ID NO: 59) que codificaban para
fragmentos Fab con los segmentos de polimeros/polipéptidos de Pro/Ala correspondientes de 200 residuos en el
extremo C-terminal de la cadena ligera (LC) (secuencia de aminoacidos de LC Fab-P1A1(200): SEQ ID NO: 56;
secuencia de aminoacidos de LC Fab-P1A3(200): SEQ ID NO: 57) de una manera analoga a pFab-PA#1(200), que
se describid en el ejemplo 2.

A continuacién también se reproducen las siguientes SEQ ID NO: 56, 57, 58 y 59. Sin embargo, estas secuencias
también estan comprendidas en la lista de secuencias adjunta que es una parte especifica de esta divulgacion y la
descripcién de la presente invencion.

SEQ ID NO: 56

Asp Ile Glu Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Val Asn Thr Ala
20 25 30
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Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Ala

225

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

305

Ala

Ala

Ala

Ser

50

Arg

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn

210

Pro

Pro

Pro

Pro

Pro

290

Pro

Pro

Pro

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

Ala

Ala

Ala

Ala

275

Ala

Ala

Ala

Ala

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Pro

Pro

Pro

260

Pro

Pro

Pro

Pro

Pro
340

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Ala

Ala

245

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

325

Ala

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Pro

230

Pro

Pro

Pro

Pro

Pro

310

Pro

Pro

Lys

Tyr

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Ser

215

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

295

Ala

Ala

Ala
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Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly

200

Ser

Pro

Pro

Pro

Pro

280

Pro

Pro

Pro

Pro

Gly

Gly

Leu

Gln Gl

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ala

Ala

Ala

Ala

265

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala
345

Lys

Val

Thr

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Pro

Pro

Pro

250

Pro

Pro

Pro

Pro

Pro

330

Pro

50

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ala

Ala

235

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

315

Ala

Ala

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Pro

220

Pro

Pro

Pro

Pro

Pro

300

Pro

Pro

Pro

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val

205

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

285

Ala

Ala

Ala

Ala

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Pro

Pro

Pro

Pro

270

Pro

Pro

Pro

Pro

Pro
350

Leu

Ser

Gln

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Ala

Ala

Ala

255

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

335

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

Pro

Pro

240

Pro

Pro

Pro

Pro

Pro

320

Pro

Pro



Ala

Ala

Ala

385

Ala

Ala

SEQ ID NO:

Asp

1

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Pro
Pro
370

Pro

Pro

Ile

Arg

Ala

Ser

50

Arg

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

Ala
355
Ala

Ala

Ala

57
Glu

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

Pro

Pro

Pro

Pro

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Ala

Ala

Ala

Ala
405

Thr

Ile

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Pro

Pro

Pro

390

Pro

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys
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Ala Pro Ala
360

Ala Pro Ala
375

Ala Pro Ala

Ala Pro Ala

Ser Pro Ser
Cys Arg Ala

25
Lys Pro Gly
Tyr Ser Gly
55

Phe Thr Leu

Tyr Cys Gln

Lys Leu Glu

105

Pro Pro Ser
120

LLeu Leu Asn
135

Asp Asn Ala

Asp Ser Lys

Lys Ala Asp

185

Gln Gly Leu
200

Ser Ser Ala
215

Pro

Pro

Pro

Pro
410

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

S0

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyxr

Ser

Ala

51

Ala

Ala

Ala

395

Ala

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ala

Pro
Pro
380

Pro

Pro

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Pro
220

Ala
365
Ala

Ala

Ala

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val

205

Ala

Pro

Pro

Pro

Pro

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala
415

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Ala

Pro

Pro

Pro

400

Pro

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser

Pro



Ala
225

Ala Ala

Ala Ala Ala

Ala Ala Ala

Ala Ala Ala

275
Ala Ala
290

Ala

Ala
305

Ala Ala

Ala Ala Ala

Ala Ala Ala

Ala Ala Ala

355
Ala Ala
370

Ala

Ala
385

Ala Ala

Ala Ala Ala

Ala
SEQ ID NO: 58

acccgacacce
gatagagtta
aaaaatctag
tggctggttt
tggttcagcc
acacctacat
tctacccgac
cggccgacac
cagctgttta
gtcagggtac
tggcacccte
actacttccc
acaccttcce
tgcectecag
acaccaaggt
aaccatggag
tttaccecctyg
tcegttggeg
gcgtggtatce
ctgtattccg

Pro Ala

Ala
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Ala Pro

230

Ala
245

Pro

Pro Ala

260

Pro Ala

Ala

Pro

Pro Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala Pro

Ala Pro

Ala Pro

280

Ala
295

Pro

Ala Pro

310

Ala
325

Pro

Pro Ala

340

Pro Ala

Ala

Pro

Pro Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala Pro

Ala Pro

Ala Pro

360

Ala
375

Pro

Ala Pro

390

Ala
405

Pro

atcgaatggc
ttttaccact
ataacgaggg
cgctaccgta
aggtggttcc
ccactgggtt
caacggttac
ttccaaaaac
ttattgctcc
cctggtcacc
ctccaagagce
cgaaccggtg
ggctgtccta
cagcttgggce
cgacaagaaa
aaaataaagt
tgacaaaagc
accgtgttac
agcagaaacc
gagttccgag

Ala

Ala Pro

cagatgatta
ccctatcagt
caaaaaatga
gcgcaggcceg
ctgcggctet
cgtcaggcetce
accaggtatg
accgcttacc
cgttggggtyg
gtctcctcecag
acctctgggg
acggtgtcgt
cagtcctcag
acccagacct
gttgagcccea
gaaacaaagc
cgacatcgag
catcacgtgt
cgggaaagct
caggttcagt

Ala Ala Ala

235
Ala Ala
250

Ala

Ala Ala Ala

265
Ala

Ala Ala

Ala Ala Ala

Ala Ala Ala

315
Ala Ala
330

Ala

Ala
345

Ala Ala

Ala Ala Ala

Ala Ala Ala

Ala Ala Ala

395
Ala Ala
410

Ala

attcctaatt
gatagagaaa
aaaagacagc
aagttaaact
cgtgtgctge
cgggtaaagg
ccgattcagt
tccagatgaa
gtgacggttt
cctccaccaa
gcacagcggce
ggaactcagg
gactctactc
acatctgcaa
aatcttgcca
actattgcac
ctcacccaat
agggcctecgce
ccgaaactgce
ggttcecegtt
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Pro Ala Ala

Pro Ala Ala

Ala
270

Pro RAla

Ala
285

Pro Ala

Pro Ala Ala

300

Pro Ala Ala

Pro Ala Ala

Ala Ala

350

Pro

Ala
365

Pro Ala

Pro Ala Ala

380
Ala

Pro Ala

Pro Ala Ala

tttgttgaca
agtgaaatga
tatcgcgatt
gcaggaatcc
ttcecggttte
cctggaatgg
taaaggtcgt
ctcectgegt
ctacgctatg
gggcccatcg
cctgggectgce
cgccctgace
cctcagcagce
cgttaatcac
tcaccaccat
tggcactctt
cccegtectce
aagacgtaaa
tgatctatag
ccggtaccga

Ala Pro

240

Ala
255

Pro

Ala Pro

Ala Pro

Ala Pro

Ala Pro

320

Ala
335

Pro

Ala Pro

Ala Pro

Ala Pro

Ala Pro

400

Ala
415

Pro

ctctatcatt
atagttcgac
gcagtggcac
ggtggtggtce
aacatcaaag
gttgctcgta
ttcaccatct
gctgaagaca
gactactggg
gtcttccece
ctggtcaagyg
agcggegtge
gtggtgactg
aaacccagca
caccattaat
accgttactyg
cctgtceget
caccgeccgta
cgcttectte
cttcaccctg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200



acgatatcct
accccgecga
tctgtettea
tgcectgcectga
ctccaatcgg
agcctcagca
tgcgaagtca
tgctettetg
cctgcaccag
cctgcaccag
cctgcaccag
cctygcaccag
cctgcaccag
cctgecaccaqg
cctgcaccag
cctgcaccag
cctgcaccag
cctgcecaccag
cgacattttt
gcggcegeatt
gcgecectage
ttccecegtea
acctcgaccc
agacggtttt
aaactggaac
cgatttcgge
acaaaatatt
ctattogttt
gataaatgcet
ccettattcee
tgaaagtaaa
tcaacagcgyg
cttttaaagt
tcggtegecy
agcatcttac
ataacactgc
ttttgcacaa
aagccatacc
gcaaactatt
tggaggcgga
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
taatgatgtc
aggtcggaat
ctacattgta
tgttagatag
tacgtaataa
tacatttagg
ttttatgcca
attttacttt
aaacacctac
accaaggtgc
aacaacttaa
ttcactagtt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagagce
tcaagaactc

cecctecagece
cctteggtea
tctteecegee
ataacttcta
gtaactcccea
gcaccctgac
cccatcaggg
cccectgetee
ccecctgetee
ccecectgetee
cceectgetee
cceetgetece
ccecetgetece
cccectgetcee
cceectgetee
cceccectgetec
cceectgetee
cctgaagagce
tttgtctgee
aagcgeggceg
gccegetect
agctctaaat
caaaaaactt
tcgcectotyg
aacactcaac
ctattggtta
aacgtttaca
atttttctaa
tcaataatat
cttttttgcg
agatgctgaa
taagatcctt
tctgctatgt
catacactat

ggatggcatg
ggccaactta

catgggggat
aaacgacgaqg
aactggcgaa
taaagttgca
atctggagcece
gcecctecegt
tagacagatc
tegtttagat
cgaaggttta
ttggcatgta
gcaccatact
cgctaaaagt
tacacggect
acaaggtttt
aggttgcgta
tactgatagt
agagccagcc
atgtgaaagt
taaaaggatc
gttttegtte
tttttttctyg
ttgtttgeccyg
gcagatacca
tgtagcaccyg
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ggaagacttc
gggtaccaaa
atctgatgag
tceccagagag
ggagagtgtc
gctgagcaaa
cctgagttcg
tgctcecageca
tgctccagea
tgctccagcea
tgctccagca
tgcteccagcea
tgctccagceca
tgctcocagea
tgctccagea
tgctccagcea
tgctccagea
ttaagcttga
gtttaccgcet
ggtgtggtgg
ttcgetttcet
cgggggctcece
gattagggtg
acgttggagt
cctatctecgg
aaaaatgagc
atttcaggtg
atacattcaa
tgaaaaagga
gcattttgee
gatcagttgg
gagagttttce
ggcgcggtat
tctcagaatyg
acagtaagag
cttctgacaa
catgtaactc
cgtgacacca
ctacttactce
ggaccacttc
ggtgagcegtyg
atcgtagtta
gctgagatag
aaaagtaaag
acaacccgta
aaaaataagc
cacttttgce
tttagatgtg
acagaaaaac
tcactagaga
ttggaagatc
atgccgecat
ttcttatteg
gggtcttaaa
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcecgtaatcet
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatacc

gctacctact
ctcgagatca
cagttgaaat
gccaaagtac
acagagcagyg
gcagactacg
cccgtcacaa
cctgcaccag
cctgecaccag
cctgcaccag
cctgcaccag
cctgecaccag
cctgcaccag
cctgecaccag
cctgcaccag
cctgcaccag
cctgcaccag
cctgtgaagt
actgcgtcac
ttacgcgcag
tcecettectt
ctttagggtt
atggttcacy
ccacgttcectt
tctattcttt
tgatttaaca
gcactttteg
atatgtatcc
agagtatgag
ttcctgttet
gtgcacgagt
gceoccgaaga
tatcccgtat
acttggttga
aattatgcag
cgatcggagg
gccttgatceg
cgatgcctgt
tagcttceccg
tgcgctcgge
gctectcegegyg
tctacacgac
gtgcctcact
tgattaacag
aactcgcecca
gggctttget
ctttagaagyg
ctttactaag
agtatgaaac
atgcattata
aagagcatca
tattacgaca
gcettgaatt
agcagcataa
tcetttttga
cagaccccegt
gctgcttgea
taccaactct
ttctagtgta
tcgetetget
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actgtcaaca
aacggactgt
ctggaactgc
agtggaaggt
acagcaagga
agaaacacaa
agagcttcaa
cacctgctcce
cacctgctcc
cacctgctcce
cacctgctcce
cacctgctce
cacctgctcce
cacctgetcecc
cacctgetcee
cacctgcetcc
cacctgctcce
gaaaaatggc
ggatctccac
cgtgaccgct
tcrecgecacg
ccgatttagt
tagtgggcca
taatagtgga
tgatttataa
aaaatttaac
gggaaatgtg
gctcatgaga
tattcaacat
tgctcaccca
gggttacatc
acgttttcca
tgacgccggg
gtactcacca
tgctgccata
accgaaggag
ttgggaaccg
agcaatggca
gcaacaattg
ccttececgget
tatcattgca
ggggagtcag
gattaagcat
cgrattagag
gaagctaggt
cgacgcctta
ggaaagctgg
tcatcgcegat
tctcgaaaat
tgcactcage
agtcgcetaaa
agctatcgaa
gatcatatgc
ccttttteeg
taatctcatqg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttcecgaag
gccgtagtta
aatcctgtta

gcactacacc
ggctgcacca
ctctgttgtyg
ggataacgcce
cagcacctac
agtctacgcec
ccgcggagag
agcaccagcet
agcaccagcet
agcaccagct
agcaccagcet
agcaccagct
agcaccagct
agcaccagcet
agcaccaget
agcaccagct
agcaccagct
gcacattgtg
gcgcecectgta
acacttgcca
ttecgecgget
gctttacggce
tcgeectgat
ctctogttcee
gggattttge
gcgaatttta
cgcggaacce
caataaccct
ttcecgtgteg
gaaacgctgg
gaactggatc
atgatgagca
caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagtg
ctaaccgcett
gagctgaatg
acaacgttgc
atagactgga
ggctggttta
gcactggggce
gcaactatgg
tggtaggaat
ctgcttaatg
gtagagcagc
gccattgaga
caagattttt
ggagcaaaag
caattagcct
gcagtggggce
gaagaaaggg
ttatttgatc
ggattagaaa
tgatggtaac
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggcte

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800



ctgccagtgg
aggcgcagcg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagcgtcg
acgcggectt

SEQ ID NO: 59

acccgacacc
gatagagtta
aaaaatctag
tggctggttt
tggttcagcce
acacctacat
tctacccgac
cggccgacac
cagctgttta
gtcagggtac
tggcacccte
actacttccc
acaccttccce
tgcectcecag
acaccaaggt
aaccatggag
tttacccctg
tcecgttggeyg
gcgtggtatc
ctgtattccg
acgatatcct
acccecgcecga
tctgtcttca
tgcctgetga
ctccaatcgg
agcctcagca
tgcgaagtca
tgctcttetg
gcagctccag
gcagctccag
gcagctccag
gcagctccag
gcagctccag
gcagctccag
gcagctccag
gcagctccag
gcagctccag
gcagctccag
cgacattttt
gcggcegecatt
gcgecctage
ttccecgtea
acctcgaccc
agacggtttt
aaactggaac
cgatttcggc
acaaaatatt
ctatttgttt
gataaatgct
cccttattec
tgaaagtaaa

cgataagtcg
gtcgggetga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttc

atcgaatggce
ttttaccact
ataacgaggg
cgctaccgta
aggtggttcc
ccactgggtt
caacggttac
ttccaaaaac
ttattgctce
cctggtcacc
ctccaagagc
cgaaccggtg
ggctgtccta
cagcttggge
cgacaagaaa
aaaataaagt
tgacaaaagc
accgtgttac
agcagaaacc
gagttccgag
ccctceccagec
ccttcggtca
tcttceecgece
ataacttcta
gtaactccca
gcaccctgac
cccatcaggg
ccgctgeacce
ccgetgecacce
ccgcetgecacce
ccgetgecacce
ccgctgeace
ccgctgcace
ccgctgeace
ccgetgecacce
ccgcectgecace
ccgcetgeacce
cctgaagagc
tttgtctgce
aagcgcggceg
gcccgetect
agctctaaat
caaaaaactt
tcgeectttg
aacactcaac
ctattggtta
aacgtttaca
atttttctaa
tcaataatat
cttttttgeg
agatgctgaa
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tgtcttaccg
acggggggtct
ctacagegtyg
ccggtaageg
tggtatcttt
tgctecgtecag
ctggcectttt

cagatgatta
ccctatcagt
caaaaaatga
gcgcaggcecyg
ctgcggetcet
cgtcaggcte
accaggtatg
accgcttacc
cgttggggtg
gtctccteag
acctctgggg
acggtgtcgt
cagtcctcag
acccagacct
gttgagccca
gaaacaaagc
cgacatcgag
catcacgtgt
cgggaaagct
caggttcagt
ggaagacttc
gggtaccaaa
atctgatgag
tcccagagag
ggagagtgtce
gctgagcaaa
cctgagttcg
tgctgecagca
tgctgcagceca
tgctgcagca
tgctgcagca
tgctgcagcea
tgctgcagca
tgctgcagca
tgctgcagcea
tgctgcageca
tgctgcageca
ttaagcttga
gtttaccgcet
ggtgtggtgg
ttcgetttet
cgggggctcc
gattagggtg
acgttggagt
cctatctegg
aaaaatgagc
atttcaggtg
atacattcaa
tgaaaaagga
gcattttgcc
gatcagttgg

ggttggactc
cgtgcacaca
agctatgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt

gg99g9gcggag
gctggeccttt

attcctaatt
gatagagaaa
aaaagacagc
aagttaaact
cgtgtgectge
cgggtaaagg
ccgattcagt
tccagatgaa
gtgacggttt
cctceccaccaa
gcacagcggce
ggaactcaqgg
gactctactc
acatctgcaa
aatcttgcca
actattgcac
ctcacccaat
agggcctecge
ccgaaactgce
ggttccegtt
gctacctact
ctcgagatca
cagttgaaat
gccaaagtac
acagagcagg
gcagactacg
cccgtcacaa
cctgetgecag
cctgcectgeag
cctgctgcag
cctgctgcag
cctgectgeag
cctgctgcag
cctgctgcag
cctgctgecag
cctgectgcag
cctgctgeag
cctgtgaagt
actgcgtcac
ttacgecgecag
tcecettectt
ctttagggtt
atggttcacg
ccacgttett
tctattettt
tgatttaaca
gcactttteg
atatgtatcc
agagtatgag
ttcetgtttt
gtgcacgagt
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aagacgatag
gcccagettyg
aagcgccacyg
aacaggagag
cgggtttecge
cctatggaaa
tgctcacatg

tttgttgaca
agtgaaatga
tatcgcgatt
gcaggaatcc
ttcecggttte
cctggaatgg
taaaggtcgt
ctccetgegt
ctacgctatg
gggcccatceg
cctgggetge
cgcecctgacc
cctcagcagc
cgttaatcac
tcaccaccat
tggcactett
ccecegtecte
aagacgtaaa
tgatctatag
ccggtaccga
actgtcaaca
aacggactgt
ctggaactgce
agtggaaggt
acagcaagga
agaaacacaa
agagcttcaa
ctccagcagce
ctccagcagce
ctccagcagce
ctccagcagce
ctccagcage
ctccagcagce
ctccagcagce
ctccagcage
ctccagecage
ctccagcage
gaaaaatggc
ggatctccac
cgtgaccgcet
tctcgccacy
ccgatttagt
tagtgggcca
taatagtgga
tgatttataa
aaaatttaac
gggaaatgtg
gctcatgaga
tattcaacat
tgctcaccca
gggttacatc

ttaccggata
gagcgaacga
cttcececgaag
cgcacgaggyg
cacctctgac
aacgccagca

ctctatcatt
atagttcgac
gcagtggcac
ggtggtggtc
aacatcaaag
gttgctcgta
ttcaccatct
gctgaagaca
gactactggg
gtcttcececce
ctggtcaagg
agcggegtge
gtggtgactg
aaacccagca
caccattaat
accgttactg
cctgtceccget
caccgccgta
cgcttectte
cttcaccctg
gcactacacc
ggctgcacca
ctctgttgtg
ggataacgcc
cagcacctac
agtctacgcecc
ccgcggagag
tgctectgea
tgctcctgea
tgctcctgcea
tgctectgcea
tgctcectgea
tgctectgea
tgctcctgcea
tgctcctgea
tgctecctgea
tgctectgea
gcacattgtg
gcgcectgta
acacttgcca
ttcgecgget
gctttacgge
tcgeectgat
ctcttgttce
gggattttgce
gcgaatttta
cgcggaaccce
caataaccct
ttcecgtgteg
gaaacgctygg
gaactggatc

4860
4920
4980
5040
5100
5160
5210

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060



10

15

20

tcaacagcgg
cttttaaagt
tcggtcgecyg
agcatcttac
ataacactgc
ttttgcacaa
aagccatacc
gcaaactatt
tggaggcgga
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
taatgatgtc
aggtcggaat
ctacattgta
tgttagatag
tacgtaataa
tacatttagg
ttttatgcca
attttacttt
aaacacctac
accaaggtgce
aacaacttaa
ttcactagtt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagagc
tcaagaactc
ctgccagtgyg
aggcgcagceg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagyg
ttgagcgteg
acgcggectt

Ejemplo 18: Medicién del volumen hidrodinamico para la proteina de fusion recombinante entre un fragmento Fab y
un polipéptido/polimero P1A1 o P1A3 genéticamente codificado mediante filtracion en gel analitica.

Se llevo a cabo SEC en una columna Superdex S200 HR 10/300 GL (GE Healthcare Europe, Friburgo, Alemania) a
una velocidad de flujo de 1 ml/min usando un sistema Akta Purifier 10 (GE Healthcare) con PBS como tampén de
corrida. Se aplicaron de manera individual muestras de 250 pl de las proteinas de fusion Fab-P1A1(200) y Fab-
P1A3(200), que se produjeron y purificaron de manera similar (figura 9) tal como se describié para Fab-PA#1(200)
en el ejemplo 4, a una concentracion de 0,25 mg/ml en PBS. Ambas proteinas eluyeron en un unico pico

taagatcctt
tctgctatgt
catacactat
ggatggcatg
ggccaactta
catgggggat
aaacgacgag
aactggcgaa
taaagttgca
atctggagcc
gceccteceegt
tagacagatc
tcgtttagat
cgaaggttta
ttggcatgta
gcaccatact
cgctaaaagt
tacacggcct
acaaggtttt
aggttgcgta
tactgatagt
agagccagcc
atgtgaaagt
taaaaggatc
gttttcgttc
tttttttctyg
ttgtttgceceg
gcagatacca
tgtagcaccyg
cgataagtcyg
gtcgggctga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcc
atttttgtga
tttacggttc
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gagagttttc
ggcgcggtat
tctcagaatg
acagtaagag
cttctgacaa
catgtaactc
cgtgacacca
ctacttactc
ggaccacttc
ggtgagcgtg
atcgtagtta
gctgagatag
aaaagtaaag
acaacccgta
aaaaataagc
cacttttgcc
tttagatgtyg
acagaaaaac
tcactagaga
ttggaagatc
atgccgccecat
ttcttattceg
gggtcttaaa
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatacc
tgtcttaccg
acggggggtt
ctacagcgtyg
ccggtaagcg
tggtatcttt
tgctcecgtcag
ctggcectttt

homogéneo tal como se muestra en la figura 10.

Como resultado, las proteinas de fusion con los polimeros/polipéptidos P1A1 o P1A3 de 200 residuos mostraron
tamafios significativamente mayores que el fragmento Fab sin fusionar correspondiente. El aumento de tamafio
aparente para Fab-P1A1(200) y Fab-P1A3(200) fue de 5,8 veces y 5,2 veces, respectivamente, en comparacion con
el fragmento Fab (véase la figura 4B), mientras que la masa auténtica sélo era 1,4 veces y 1,3 veces mayor. Esta
indica claramente un volumen hidrodinamico muy aumentado conferido al fragmento Fab

observacion

gccccgaaga
tatcccgtat
acttggttga
aattatgcag
cgatcggagg
gcecttgateg
cgatgcctgt
tagcttcceg
tgcgcectegge
gctctcecgegyg
tctacacgac
gtgcctcecact
tgattaacag
aactcgccca
gggctttgcet
ctttagaagqg
ctttactaag
agtatgaaac
atgcattata
aagagcatca
tattacgaca
gcecttgaatt
agcagcataa
tcetttttga
cagaccccgt
gctgcecttgcea
taccaactct
ttctagtgta
tcgectetget
ggttggactc
cgtgcacaca
agctatgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt

gggggcggag
gctggccttt

acgttttcca
tgacgcecggg
gtactcacca
tgctgccata
accgaaggag
ttgggaaccg
agcaatggca
gcaacaattg
ccttecgget
tatcattgca
ggggagtcag
gattaagcat
cgcattagag
gaagctaggt
cgacgcctta
ggaaagctgg
tcatcgecgat
tctcgaaaat
tgcactcagc
agtcgctaaa
agctatcgaa
gatcatatgce
cctttttecy
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttccgaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagettg
aagcgccacg
aacaggagag
cgggtttcge
cctatggaaa
tgctcacatg

atgatgagca
caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagtg
ctaaccgcett
gagctgaatg
acaacgttgce
atagactgga
ggctggttta
gcactggggc
gcaactatgg
tggtaggaat
ctgcttaatg
gtagagcagc
gccattgaga
caagattttt
ggagcaaaag
caattagcct
gcagtggggc
gaagaaaggg
ttatttgatc
ggattagaaa
tgatggtaac
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggcetg
ttaccggata
gagcgaacga
cttcecgaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagca

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5210

bioldgicamente activo por los segmentos de polipéptido P1A1 y P1A3 biosintéticos segun esta invencion.

Ejemplo 19: Deteccion de conformacion de enrollamiento al azar para los polimeros/polipéptidos P1A1 y P1A3

biosintéticos fusionados a un fragmento Fab mediante espectroscopia de dicroismo circular (CD).

Se registraron espectros de CD para Fab-P1A1(200) y Fab-P1A3(200) tal como se describié en el ejemplo 8 usando
disoluciones de proteina 4,2 y 6,5 uM, respectivamente, preparadas de manera similar tal como se describié en el

ejemplo 4 usando K>SO4 50 mM, fosfato de K 20 mM pH 7,5 como tampon.

Los espectros para las proteinas de fusion Fab-P1A1(200) y Fab-P1A3(200) revelaron una fraccién significativa de
conformaciéon de enrollamiento al azar (figura 11A). Para analizar la contribucidon espectroscopica mediante el
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segmento de polipéptido Pro/Ala en mayor detalle, se calculé el espectro de CD de diferencia molar con respecto al
fragmento Fab sin fusionar (véase el ejemplo 8) (figura 11B) restando este ultimo espectro del de Fab-P1A1(200) y
Fab-P1A3(200), respectivamente, tras la normalizacion a la misma concentracion molar. Como resultado, se observo
un fuerte minimo a una longitud de onda de aproximadamente 200 nm, lo cual es caracteristico de la conformacion
de enrollamiento al azar. Por tanto, las secuencias P1A1 y P1A3 como parte de la proteina de fusidon recombinante
parecen estar presentes en la conformacion de enrollamiento al azar en condiciones de tampon fisiolégico.

Ejemplo 20: Construccion de pSUMO-PA#1(200) como vector de expresion para una proteina de fusion His(6)-
SUMO-PA#1(200).

Para la construccion de un plasmido de expresion que codifica para una cola de His de seis residuos y la proteina
modificador similar a ubiquitina pequefio (SUMO) (Panavas (2009) Methods Mol. Biol. 497: 303-17) fusionada a una
repeticion de secuencia PA#1 de 200 residuos, se amplifico la proteina SUMO de Saccharomyces cerevisiae
[también conocida como Smt3p; Uniprot: Q12306] mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a partir de
un ADNCc clonado. El cebador en 5’ introdujo un sitio de restriccion Ndel, que contenia un codén de iniciacion de Met
(ATG) y un codon de Lys adicional, asi como la secuencia que codificaba para cola de His6, mientras que el cebador
en 3’ introdujo un sitio de restriccion Hindlll y Sapl en el producto de PCR. Se digirid el fragmento de ADN resultante
con Ndel y Hindlll y se ligd con un derivado digerido de manera correspondiente del plasmido pSA1 (Schmidt (1994)
J. Chromatogr. 676: 337-345), en el que el sitio de restriccion Sapl se habia eliminado mediante mutacion silenciosa.
Se cortd el plasmido resultante con Sapl, se desfosforild con fosfatasa alcalina de camarén y se ligd con el
fragmento génico que codificaba para el segmento de polipéptido PA#1 de 200 residuos escindido del plasmido
pFab-PA#1(200) (descrito en el ejemplo 2) mediante digestion de restriccion con Sapl (de una manera analoga tal
como se muestra a modo de ejemplo en la figura 2E). El plasmido resultante se denominé pSUMO-PA#1(200) (SEQ
ID NO: 60) y se representa en la figura 12A.

Ejemplo 21: Expresion bacteriana y aislamiento de un polimero/polipéptido PA#1(200) genéticamente codificado.

Inicialmente se produjo el polipéptido PA#1(200) (masa calculada: 16,1 kDa) como proteina de fusion con la proteina
modificador similar a ubiquitina pequefio (SUMO) (masa calculada: 12,2 kDa) en el citoplasma de E. coli BLR(DE3)
(NEB, Ipswich, MA, EE.UU.) que albergaba el plasmido de expresiéon pSUMO-PA#1(200) (descrito en el ejemplo 21)
junto con el plasmido pLysE (Studier (1991) J. Mol. Biol. 219: 37-44), que suprime el promotor de T7. Se realizé la
produccion bacteriana a 30°C en cultivos en matraz de agitador con 2 | de medio LB que contenia D-glucosa 2,5 g/,
L-prolina 0,5 g/l, ampicilina 100 mg/l y cloranfenicol 30 mg/l. Se indujo expresién génica recombinante mediante
adicién de isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG) hasta una concentracion final de 0,5 mM. Se recogieron
bacterias 3 h tras la induccion, se resuspendieron en NaCl 100 mM, fosfato de Na 40 mM pH 7,5 y se sometieron a
lisis usando una célula de presion francesa (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Tras la centrifugacion
(15 min, 15000 g) del lisado no se observaron cuerpos de inclusion.

Se incubo el sobrenadante que contenia la proteina de fusidn soluble a 70°C durante 15 min y se centrifugd (15 min,
15000 g) para eliminar proteinas de células huésped térmicamente inestables. Se purifico la proteina de fusion
His(6)-SUMO-PA#1(200) a partir del sobrenadante mediante IMAC (Skerra (1994) Gene 141: 79-84) usando una
columna de alto rendimiento HisTrap cargada con Niz* de 12 ml (GE Healthcare) conectada a un sistema purificador
Akta (GE Healthcare) y se eluyé con un gradiente de imidazol de desde 0 hasta 150 mM en NaCl 500 mM, fosfato de
Na 40 mM pH 7,5. Tras una etapa de SEC preparativa posterior se obtuvo una preparacion homogénea de la
proteina de fusion His(6)-SUMO-PA#1(200) (figura 12B) con un rendimiento de aproximadamente 5 mg por 1 | de
cultivo bacteriano con DOssp = 1. Se determiné la concentracion de proteina segun la absorcion a 280 nm usando un
coeficiente de extincion calculado (Gill (1989) citado anteriormente) de 1280 M-' cm-' para la fusion de polipéptido
His(6)-SUMO-PA#1(200). Obsérvese que el segmento de polipéptido PA#1(200) no contribuye a la absorcion a
280 nm debido a su falta de cadenas laterales de aminoacidos aromaticos o que contienen azufre.

El polipéptido PA#1(200) biosintético se liberd de la proteina de fusidon mediante escision proteolitica especifica del
sitio (en el sentido de 3’ desde un motivo Gly-Gly que precede al segmento de polipéptido de Pro/Ala) con proteasa
1 especifica de Ubl 2 U/mg de Saccharomyces cerevisiae (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) durante 1 h a 30°C en
tampon de escision (Igepal al 0,2% p/v, DTT 1 mM, NaCl 150 mM, Tris-HCI 50 mM pH 8,0). Se comprob6 el proceso
de escision mediante SDS-PAGE (figura 12B) usando un sistema de tampdn Tris de alta molaridad (Fling (1986)
Anal. Biochem. 155: 83-88). Con el fin de retirar la proteina His(6)-SUMO escindida, proteina de fusién sin escindir
residual y también la SUMO proteasa, todas las cuales portaban la cola de His6, se sometié la mezcla de reaccién a
otra IMAC usando una columna de alto rendimiento HisTrap cargada con Nix* de 5 ml (GE Healthcare) y NaCl
500 M, fosfato 20 mM, pH 7,5 como tampodn de corrida. Esta vez el flujo a través contenia el polipéptido PA#1(200)
biosintético puro (figura 13 E). Obsérvese que el polipéptido/polimero PA#1(200) biosintético (SEQ ID NO: 61)
preparado de esta manera comprende en total 201 residuos de aminoacido, que surgen del producto génico
combinado codificado de 10 bloques estructurales de oligodesoxinucleotidos bicatenarios ligados, codificando cada
uno para 20 residuos de aminoacido, tal como se muestra en la figura 1, y un residuo de Ala adicional codificado por
la proyeccion de ADN triplete del sitio de restriccion Sapl en el sentido de 3’ que se uso para la clonacion.

Ejemplo 22: Preparacion y caracterizacion de conjugados de molécula pequefa/farmaco con PA#1(200).
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Se sometié dos veces la mezcla de reaccion de escision proteolitica sin purificar de la proteina de fusion His(6)-
SUMO-PA#1(200) del ejemplo 21 a dialisis a 4°C frente a NaHCO3; 50 mM pH 8,3 y se incubd a temperatura
ambiente durante 1 h tras mezclar con un exceso molar de 10 veces de una disolucion de éster de N-
hidroxisuccinimida del acido 6-[fluoresceina-5(6)-carboxamido]hexanoico (éster de fluoresceina-NHS; Sigma-Aldrich)
en dimetilformamida seca (DMF). Para ello, se afiadieron 200 pl de una disoluciéon 2,5 mg/ml de la mezcla de
escision de His(6)-SUMO-PA#1(200) a 17,6 ul de una disolucion 10 mM de éster de fluoresceina-NHS disuelto en
DMF. Se incubd la mezcla resultante a temperatura ambiente durante 1 h y se aplicé a IMAC tal como se describid
en el ejemplo 21 para retirar la proteina His(6)-SUMO escindida, proteina de fusion sin escindir residual y la SUMO
proteasa y se purificé adicionalmente mediante SEC preparativa en una columna Superdex S200 10/300 GL
equilibrada con PBS a una velocidad de flujo de 0,5 mil/min.

Después se analizaron muestras de las diferentes etapas mediante SEC analitica en una columna Superdex S200
10/300 GL equilibrada con PBS a una velocidad de flujo de 0,5 ml/min. Se detecto la proteina SUMO mediante sus
cadenas laterales aromaticas a 280 nm y los enlaces peptidicos, incluyendo los del polipéptido de Pro/Ala o
segmento de polipéptido, se detectaron a 225 nm, mientras que la fluoresceina se detecté a 494 nm (figura 13 A-G).
Para comparacion, se midieron espectros UV/VIS de una disolucién de fluoresceina libre (Sigma-Aldrich) y de
fracciones de cada pico diferenciado detectado en la SEC usando un instrumento Lambda 9 (Perkin Elmer,
Waltham, MA, EE.UU.) (figura 13 H-K). Para la calibracion del tamafio de la columna de cromatografia (figura 13 L),
se aplicaron 250 ul de una mezcla apropiada de las siguientes proteinas globulares (Sigma-Aldrich) en PBS a
concentraciones de entre 0,2 y 0,5 mg/ml: aprotinina, 6,5 kDa; citocromo c, 12,4 kDa; anhidrasa carbodnica, 29,0 kDa;
albumina sérica bovina, 66,3 kDa; alcohol deshidrogenasa, 150 kDa; -amilasa, 200 kDa; apo-ferritina, 440 kDa.

Como resultado, tras el acoplamiento del polipéptido/polimero PA#1(200) biosintético con éster de fluoresceina-NHS
se aislo un conjugado macromolecular mediante IMAC y SEC que muestra esencialmente las propiedades de
tamafio del polipéptido/polimero PA#1(200) y la firma espectroscépica de la molécula pequefia, es decir el grupo de
fluoresceina. Esto demuestra que la molécula pequefa se acoplé satisfactoriamente al polipéptido/polimero de
Pro/Ala biosintético, lo cual, segun esta invencién, aumenta drasticamente el volumen hidrodinamico del compuesto
o farmaco de molécula pequefia conjugado.

Para preparar un conjugado similar entre el polipéptido/polimero de Pro/Ala biosintético y el esteroide vegetal
digoxigenina, se sometieron 0,1 mg del polipéptido PA#1(200) purificado del ejemplo 21 a dialisis frente a NaHCO3
50 mM pH 8,3 tal como se describié anteriormente. Se determiné la concentracion de polipéptido PA#1(200)
purificado segun la absorcion a 205 nm (Gill (1989) citado anteriormente). Se acopl6 el polipéptido PA#1(200) con un
exceso molar de 10 veces de éster de NHS del acido digoxigenina-3-O-metilcarbonil-e-aminocaproico (éster de DIG-
NHS; Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). Para ello, se afiadieron 100 pl de una disolucion 1 mg/ml del
polipéptido PA#1(200) purificado en NaHCO3; 50 mM pH 8,3 a 2 pul de una disolucién 30 mM de éster de DIG-NHS
disuelto en DMF seca y se incubd la mezcla de reaccion durante 1 h a temperatura ambiente. Se purifico la
disolucion resultante del conjugado usando una columna de desalaciéon de centrifugacion Zeba™ con un punto de
corte de 7 kDa (Thermo Scientific), se someti6 dos veces a didlisis frente a tampon de acetato de amonio 10 mM pH
6,8 y se analiz6 mediante espectrometria de masas con ESI en un instrumento Q-Tof Ultima (Waters, Eschbronn,
Alemania) usando el modo de ionizacion positiva. Como resultado, el espectro del conjugado de digoxigenina-
PA#1(200) reveld una masa de 16671,4 Da, lo cual coincide esencialmente con la masa calculada de 16670,6 Da
(figura 13M). Esto demuestra claramente que puede conjugarse eficazmente un polipéptido/polimero de Pro/Ala
biosintético, en particular PA#1(200), con un farmaco de molécula pequefia.

La presente invencion esta relacionada con y se refiere a las siguientes secuencias mostradas a modo de ejemplo,
mediante lo cual la lista de secuencias adjunta se presenta como parte de la descripcion y, por consiguiente, es una
parte de esta memoria descriptiva.

SEQ ID NO: 1 muestra la secuencia de aminoacidos de PA#1.
SEQ ID NO: 2 muestra la secuencia de aminoacidos de PA#2.
SEQ ID NO: 3 muestra la secuencia de aminoacidos de PA#3.
SEQ ID NO: 4 muestra la secuencia de aminoacidos de PA#4.
SEQ ID NO: 5 muestra la secuencia de aminoacidos de PA#5.
SEQ ID NO: 6 muestra la secuencia de aminoacidos de PA#6.
SEQ ID NO: 7 muestra una secuencia de aminoacidos de una version permutada circular de SEQ ID NO: 1.
SEQ ID NO: 8 muestra una secuencia de aminoacidos de una versiéon permutada circular de SEQ ID NO: 1.
SEQ ID NO: 9 muestra una secuencia de aminoacidos de una version permutada circular de SEQ ID NO: 1.

SEQ ID NO: 10 muestra una secuencia de aminoacidos de una version permutada circular de SEQ ID NO: 1.
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SEQ ID NO: 11 muestra una secuencia de aminoacidos de una version permutada circular de SEQ ID NO: 1.
SEQ ID NO: 12 muestra una secuencia de aminoacidos de una version permutada circular de SEQ ID NO: 1.
SEQ ID NO: 13 muestra una secuencia de aminoacidos de una version permutada circular de SEQ ID NO: 1.
SEQ ID NO: 14 muestra una secuencia de aminoacidos de una version permutada circular de SEQ ID NO: 1.
SEQ ID NO: 15 muestra una secuencia de aminoacidos de una version permutada circular de SEQ ID NO: 1.
SEQ ID NO: 16 muestra una secuencia de aminoacidos de una version permutada circular de SEQ ID NO: 1.

SEQ ID NO: 17 muestra una secuencia de acido nucleico del oligodesoxinucledtido de cadena superior/codificante
usado para la generacion del bloque estructural PA#1.

SEQ ID NO: 18 muestra una secuencia de acido nucleico del oligodesoxinucledtido de cadena inferior/no codificante
usado para la generacion del bloque estructural para PA#1.

SEQ ID NO: 19 muestra un tramo de secuencia de acido nucleico (cadena superior/codificante) alrededor del
extremo C-terminal de la cadena ligera de inmunoglobulina de un fragmento Fab de anticuerpo tal como se codifica
en pASK88-Fab-2xSapl.

SEQ ID NO: 20 muestra un tramo de secuencia de acido nucleico (cadena inferior/no codificante) alrededor del
extremo C-terminal de la cadena ligera de inmunoglobulina de un fragmento Fab de anticuerpo tal como se codifica
en pASK88-Fab-2xSapl.

SEQ ID NO: 21 muestra una secuencia de aminoacidos del extremo C-terminal de la cadena ligera del fragmento
Fab tal como se codifica en pASK88-Fab-2xSapl.

SEQ ID NO: 22 muestra la secuencia de acido nucleico de pASK88-Fab-2xSapl.

SEQ ID NO: 23 muestra un tramo de secuencia de acido nucleico (cadena superior/codificante) que codifica para la
secuencia de aminoacidos del extremo C-terminal de la cadena ligera de Fab tras la insercién de un polimero
PA#1(20).

SEQ ID NO: 24 muestra una secuencia de acido nucleico (cadena inferior/no codificante) para un tramo de
aminoacidos del extremo C-terminal de una cadena ligera de Fab tras la insercion de un polimero PA#1(20).

SEQ ID NO: 25 muestra un tramo de secuencia de aminoacidos del extremo C-terminal de una cadena ligera de Fab
tras la insercion de un polimero PA#1(20).

SEQ ID NO: 26 muestra la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de Fab tal como se codifica en pFab-
PA#1(200).

SEQ ID NO: 27 muestra la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de Fab fusionada con el polimero
PA#1(200) tal como se codifica en pFab-PA#1(200).

SEQ ID NO: 28 muestra la secuencia de acido nucleico de pFab-PA#1(200).

SEQ ID NO: 29 muestra la secuencia de acido nucleico (cadena superior/codificante) que codifica para la secuencia
de aminoacidos del extremo N-terminal de INFa2b y Strep-tag Il (s6lo los dos ultimos aminoacidos).

SEQ ID NO: 30 muestra una secuencia de acido nucleico (cadena inferior/no codificante) que codifica para
secuencia de aminoacidos del extremo N-terminal de INFa2b y Strep-tag Il (sélo los dos ultimos aminoacidos).

SEQ ID NO: 31 muestra la secuencia de aminoacidos del extremo C-terminal de Strep-tag Il y el extremo N-terminal
de INFa2b.

SEQ ID NO: 32 muestra la secuencia de acido nucleico de pASK-IFNa2b.

SEQ ID NO: 33 muestra un tramo de secuencia de acido nucleico (cadena superior/codificante) que codifica para el
extremo C-terminal de Strep-tag Il y el extremo N-terminal de IFNa2b tras la insercién de un casete de secuencia de
polimero PA#1.

SEQ ID NO: 34 muestra un tramo de secuencia de acido nucleico (cadena inferior/no codificante) del extremo C-
terminal de Strep-tag Il y el extremo N-terminal de IFNa2b tras la insercién de un casete de secuencia de polimero
PA#1.

SEQ ID NO: 35 muestra un tramo de secuencia de aminoacidos del extremo C-terminal de Strep-tag Il y el extremo
N-terminal de IFNa2b tras la fusién con un casete de polimero PA#1.
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SEQ ID NO: 36 muestra la secuencia de aminoacidos de IFNa2b y Strep-tag Il fusionada con el polimero PA#1(200)
tal como se codifica en pPA#1(200)-IFNa2b.

SEQ ID NO: 37 muestra la secuencia de acido nucleico de pPA#1(200)-IFNa2b.

SEQ ID NO: 38 muestra un tramo de secuencia de acido nucleico (cadena superior/codificante) en pASK75-His6-
hGH que codifica para la secuencia de aminoacidos alrededor del extremo N-terminal de His6-hGH.

SEQ ID NO: 39 muestra un tramo de secuencia de acido nucleico (cadena inferior/no codificante) en pASK75-His6-
hGH que codifica para la secuencia de aminoacidos alrededor del extremo N-terminal de hGH.

SEQ ID NO: 40 muestra un tramo de secuencia de aminoacidos del extremo N-terminal de His6-hGH tal como se
codifica en pASK75-His6-hGH.

SEQ ID NO: 41 muestra la secuencia de acido nucleico de pASK75-His6-hGH.

SEQ ID NO: 42 muestra un tramo de secuencia de acido nucleico (cadena superior/codificante) que codifica para la
secuencia de aminoacidos del extremo N-terminal de His6-hGH tras la insercion del polimero PA#1(20).

SEQ ID NO: 43 muestra una secuencia de acido nucleico (cadena inferior/no codificante) que codifica para el
extremo N-terminal de hGH tras la insercién de un casete de secuencia de polimero PA#1.

SEQ ID NO: 44 muestra la secuencia de aminoacidos del extremo N-terminal de His6-hGH tras la insercion del
polimero PA#1(20).

SEQ ID NO: 45 muestra la secuencia de aminoacidos de His6-PA#1(200)-hGH madura tal como se codifica en
pASK75-His6-PA#1(200)-hGH.

SEQ ID NO: 46 muestra la secuencia de acido nucleico de pASK75-His6-PA#1(200)-hGH.

SEQ ID NO: 47 muestra la secuencia de aminoacidos de His6-PA#1(200)-hGH tal como se codifica en pCHO-
PA#1(200)-hGH.

SEQ ID NO: 48 muestra la secuencia de acido nucleico de pCHO-PA#1(200)-hGH.
SEQ ID NO: 49 muestra la secuencia de acido nucleico de pCHO-hGH.

SEQ ID NO: 50 muestra la secuencia de acido nucleico de pCHO.

SEQ ID NO: 51 muestra la secuencia de aminoacidos de P1A1.

SEQ ID NO: 52 muestra la secuencia de acido nucleico del oligodesoxinucledtido de cadena superior/codificante
usado para la generacion del bloque estructural para P1A1.

SEQ ID NO: 53 muestra la secuencia de acido nucleico del oligodesoxinucleétido de cadena inferior/no codificante
usado para la generacion del bloque estructural para P1A1.

SEQ ID NO: 54 muestra la secuencia de acido nucleico del oligodesoxinucledtido de cadena superior/codificante
usado para la generacion del bloque estructural para P1A3.

SEQ ID NO: 55 muestra la secuencia de acido nucleico del oligodesoxinucleétido de cadena inferior/no codificante
usado para la generacion del bloque estructural para P1A3.

SEQ ID NO: 56 muestra la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de Fab fusionada con el polimero
P1A1(200) tal como se codifica en pFab-P1A1(200).

SEQ ID NO: 57 muestra la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de Fab fusionada con el polimero
P1A3(200) tal como se codifica en pFab-P1A3(200).

SEQ ID NO: 58 muestra la secuencia de acido nucleico de pFab-P1A1(200).
SEQ ID NO: 59 muestra la secuencia de acido de pFab-P1A3(200).
SEQ ID NO: 60 muestra la secuencia de acido nucleico de pSUMO-PA#1(200).

SEQ ID NO: 61 muestra el polipéptido/polimero PA#1(200) usado para la preparacion de conjugados de farmaco
(realizados mediante ligacion de 10 casetes génicos codificantes de 20 meros, incluyendo un residuo de Ala C-
terminal adicional resultante del sitio de ligacién en el sentido de 3’).
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REIVINDICACIONES
Conjugado de farmaco que comprende

(i) un polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o segmento de polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos que consiste Unicamente en residuos de aminoacido de prolina y alanina, en el
que dicha secuencia de aminoacidos consiste en al menos 50 residuos de aminoacido de prolina (Pro) y
alanina (Ala), y

(i) un farmaco seleccionado del grupo que consiste en (a) una proteina biolégicamente activa o un
polipéptido que comprende o que es una secuencia de aminoacidos que tiene o media en una actividad
biolégica y (b) un farmaco de molécula pequenia.

Conjugado de farmaco segun la reivindicaciéon 1, en el que dicho polipéptido de enrollamiento al azar o
segmento de polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que consiste en de aproximadamente
50 a aproximadamente 3000 residuos de aminoacido.

Conjugado de farmaco segun la reivindicacion 1 6 2, en el que dichos residuos de prolina constituyen mas
de aproximadamente el 10% y menos de aproximadamente el 75% de la secuencia de aminoacidos.

Conjugado de farmaco segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho polipéptido de
enrollamiento al azar o segmento de polipéptido comprende una pluralidad de repeticiones de aminoacidos,
en el que dicha repeticion consiste en residuos de prolina y alanina y en el que no mas de 6 residuos de
aminoacido consecutivos son idénticos.

Conjugado de farmaco segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho polipéptido de
enrollamiento al azar o segmento de polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste en

AAPAAPAPAAPAAPAPAAPA (SEQ ID NO: 1);
AAPAAAPAPAAPAAPAPAAP(SEQ ID NO: 2);
AAAPAAAPAAAPAAAPAAAP (SEQ ID NO: 3);
AAPAAPAAPAAPAAPAAPAAPAAP (SEQ ID NO: 4);
APAAAPAPAAAPAPAAAPAPAAAP (SEQ ID NO: 5);
AAAPAAPAAPPAAAAPAAPAAPPA (SEQ ID NO: 6); y
APAPAPAPAPAPAPAPAPAP (SEQ ID NO: 51)

o versiones permutadas circulares o (a) multimero(s) de estas secuencias en su conjunto o partes de estas
secuencias.

Conjugado de farmaco segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicho polipéptido con
actividad biolégica, dicha proteina biolégicamente activa o dicho polipéptido que comprende o que es una
secuencia de aminoacidos que tiene o que media en una actividad biologica se selecciona del grupo que
consiste en proteinas de unién, fragmentos de anticuerpo, citocinas, factores de crecimiento, hormonas o
enzimas.

Conjugado de farmaco segun la reivindicacion 6, en el que dicho polipéptido con actividad biolégica es una
proteina de union y en el que dicha molécula de unién se selecciona del grupo que consiste en anticuerpos,
fragmentos Fab, fragmentos F(ab’);, compuestos peptidomiméticos derivados de CDR, fragmentos
variables de cadena sencilla (scFv), anticuerpos de dominio, lectinas, dominios de inmunoglobulina,
dominios de fibronectina, dominios de proteina A, dominios SH3, dominios de repeticion de anquirina y
lipocalinas.

Conjugado de farmaco segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicha proteina
bioldgicamente activa se selecciona del grupo que consiste en factor estimulante de colonias de
granulocitos, hormona del crecimiento humana, alfa-interferén, beta-interferén, gamma-interferdn, factor de
necrosis tumoral, eritropoyetina, factor de coagulacion VIII, gp120/gp160, receptor de factor de necrosis
tumoral | y Il soluble, reteplasa, exendina-4, anakinra, interleucina-2, lipocalina asociada a gelatinasa de
neutrdéfilos, hormona estimulante del foliculo, glucocerebrosidasa, timosina alfa 1, glucagén, somatostatina,
adenosina desaminasa, interleucina 11, factor de coagulacion VIIA, factor de coagulacion IX, Hematide,
lambda-interferén, leptina, subunidad alfa de receptor de interleucina-22 (IL-22ra), interleucina-22,
hialuronidasa, factor de crecimiento de fibroblastos 18, factor de crecimiento de fibroblastos 21, péptido
similar a glucagén 1, osteoprotegerina, proteina de union a IL-18, factor de liberacién de la hormona del

60



10

15

20

25

30

35

40

45

50

10.

11.
12.
13.

14.

15.

16.

17.
18.

19.

20.

ES 2691 642 T3

crecimiento, receptor de TACI soluble, trombospondina-1, receptor de VEGF soluble Flt-1 y muteina de IL-4.

Conjugado de farmaco segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, mediante el cual dicho
polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o segmento de polipéptido media en una estabilidad in vivo
y/o in vitro aumentada de dicho conjugado de farmaco.

Conjugado de farmaco segun la reivindicacion 9, en el que dicha estabilidad in vivo aumentada es una
semivida en plasma prolongada de dicho conjugado de farmaco que comprende dicho polipéptido de
enrollamiento al azar biosintético o segmento de polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que consiste Unicamente en residuos de aminoacido de prolina y alanina, en el que dicha secuencia de
aminoacidos consiste en al menos 50 residuos de aminoacido de prolina (Pro) y alanina (Ala), en
comparacion con la estabilidad de un polipéptido de control o un conjugado de control que carece de dicho
polipéptido de enrollamiento al azar o segmento de polipéptido.

Composicion que comprende el conjugado de farmaco segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.
Composicion segun la reivindicacion 11, que es una composicion farmacéutica.

Molécula de acido nucleico que codifica para un conjugado de proteina que comprende una proteina
bioldgicamente activa segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8 y que comprende un polipéptido
de enrollamiento al azar biosintético o segmento de polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que consiste Unicamente en residuos de aminoacido de prolina y alanina, en el que dicha
secuencia de aminoacidos consiste en al menos 50 residuos de aminoacido de prolina (Pro) y alanina (Ala).

Molécula de acido nucleico que codifica para un conjugado de farmaco segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10, comprendiendo dicha molécula de acido nucleico

(i) una secuencia de acido nucleico que codifica para una secuencia de aminoacidos y/o lider traducida;

(ii) una secuencia de acido nucleico que codifica para un polipéptido de enrollamiento al azar biosintético o
segmento de polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que consiste Unicamente en
residuos de aminoacido de prolina y alanina, en el que dicha secuencia de aminoacidos consiste en al
menos 50 residuos de aminoacido de prolina (Pro) y alanina (Ala);

(iii) una secuencia de acido nucleico que codifica para una proteina biolégicamente activa o un polipéptido
que comprende o0 que es una secuencia de aminoacidos que tiene o que media en una actividad bioldgica
y/o terapéutica; y

(iv) una secuencia de acido nucleico que representa o es un codén de terminacion de la traduccion.

Molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 14, en el que las partes o segmentos de molécula de
acido nucleico segun se definen en (ii) y en (iii) intercambian su posicion en dicha molécula de acido
nucleico que codifica para un conjugado de farmaco.

Molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 14 6 15, que comprende opcionalmente, entre partes o
segmentos segun se definen en (i) y en (ii) y/o entre partes o segmentos segun se definen en (ii) y (iii), un
sitio de escision por proteasa y/o quimica y/o un sitio de reconocimiento.

Vector que comprende el acido nucleico segin una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16.

Célula huésped que comprende el acido nucleico segin una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16 o el
vector segun la reivindicacion 17.

Método para la preparacion de un polipéptido de enrollamiento al azar o un segmento de polipéptido de
enrollamiento al azar segun esta comprendido en el conjugado de farmaco segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10, para la preparacion de la proteina biolégicamente activa o un conjugado de
farmaco que comprende dicho polipéptido de enrollamiento al azar o dicho segmento de polipéptido de
enrollamiento al azar y/o para la preparacion de un polipéptido que comprende o que es una secuencia de
aminoacidos que tiene o que media en una actividad biolégica segun una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 8 y que comprende adicionalmente dicho polipéptido de enrollamiento al azar o segmento de polipéptido
de enrollamiento al azar,

comprendiendo dicho método cultivar la célula segun la reivindicacion 18 y aislar dicho polipéptido de
enrollamiento al azar o proteina biolégicamente activa y/o dicha proteina biolégicamente activa o dicho
polipéptido a partir del cultivo o a partir de dicha célula.

Conjugado de farmaco segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, composicion segun la
reivindicacion 11 6 12, acido nucleico segun una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16, vector segun la
reivindicacion 17, célula segun la reivindicacion 18, o proteina biolégicamente activa o polipéptido que
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comprende dicho polipéptido de enrollamiento al azar o segmento de polipéptido de enrollamiento al azar y
segun se prepara mediante el método segun la reivindicacion 19, para su uso en el tratamiento de
trastornos relacionados con carencia hormonal, enfermedad autoinmunitaria, trastornos proliferativos,
cancer, anemia, enfermedades neovasculares, enfermedades infecciosas/inflamatorias, trastornos
alérgicos, trombosis, infarto de miocardio, reestenosis, diabetes, esterilidad, enfermedad de Gaucher,
hepatitis B cronica, hepatitis C, hipoglucemia, acromegalia, carencia de adenosina desaminasa,
trombocitopenia, hemofilia, anemia, obesidad, enfermedad de Alzheimer, lipodistrofia, psoriasis, melanoma
metastasico, osteoartritis, dislipidemia, artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, esclerosis multiple,
asma, osteoporosis y lesion por reperfusion u otras enfermedades renales.

Conjugado de farmaco segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, composicion segun la
reivindicacion 11 6 12, acido nucleico segun una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16, vector segun la
reivindicacion 17 o célula segun la reivindicacion 18, para su uso como medicamento que tiene una
estabilidad in vivo y/o in vitro aumentada de dicho polipéptido de enrollamiento al azar o segmento de
polipéptido, proteina biolégicamente activa o conjugado de farmaco.
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Figura 3
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Fig. 13
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