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DESCRIPCION

Composicion farmacéutica que contiene, como ingrediente activo, la proteina mutante del factor estimulante de
colonias de granulocitos o la proteina de fusion de transferrina de la misma

Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencioén.

La presente invencion se refiere a una proteina de fusiéon en la que la transferrina esta unida por un péptido a un
terminal de una proteina del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF).

2. Descripcion de la técnica relacionada

El factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) es una glicoproteina que estimula la supervivencia,
proliferacion, diferenciacion y funciones de las células progenitoras de neutrdfilos y granulocitos y los neutréfilos
maduros.

El G-CSF natural que ahora se usa clinicamente se llama 'Filgrastim’, y es una proteina recombinante compuesta
por 175 aminoacidos originados de la secuencia de aminoacidos humanos. Esta proteina recombinante se expresa
en E. coli y no esta glicosilada a diferencia del tipo natural.

El G-CSF se usa como un adyuvante anticancer para la prevencion de complicaciones infecciosas causadas por
neutropenia acompafada por el tratamiento del cancer mediante la estimulacion de la granulopoyesis de neutrofilos.
El G-CSF demuestra un efecto clinico beneficioso en pacientes con cancer porque puede reducir los efectos
secundarios de la neutropenia febril causada por la quimioterapia o la radioterapia para el tratamiento del cancer vy,
por lo tanto, puede reducir la tasa de mortalidad por quimioterapia para el tratamiento del cancer. El G-CSF aumenta
el numero de células progenitoras hematopoyéticas y, en consecuencia, reduce los efectos secundarios
mencionados anteriormente.

También se sabe que el G-CSF estimula las células madre de la médula ésea para mover el corazén isquémico y
acelera la diferenciacion de las células madre en células vasculares y cardiomiocitos mediante la estimulacion de la
regeneracion miocardica.

El G-CSF humano recombinante (rhG-CSF) muestra efectos farmacolégicos solo por un corto tiempo. Por lo tanto,
debe administrarse al menos una vez al dia para tratar la enfermedad isquémica o para tratar la leucopenia causada
por la quimioterapia o la radioterapia contra el cancer. Si se administra una sustancia que tiene una semivida in vivo
larga, los tiempos de administracion necesarios para aliviar la leucopenia se reducirian y, como resultado, podria
traer el efecto de prevenir las complicaciones infecciosas.

Cuando el polietilenglicol (PEG), el polimero quimico que no se degrada in vivo, se fusiona con el extremo N-terminal
de G-CSF, se produce una sustancia llamada 'Pedfilgrastim'. Esta sustancia se utiliza clinicamente para el
tratamiento de la leucopenia. Esta sustancia tiene un aumento de la semivida in vivo y muestra un efecto clinico,
mientras que la leucopenia continda incluso con la administracién realizada una o dos veces por semana. Sin
embargo, en ese caso, una proteina se fusiona con un polimero quimico por reaccién quimica y, por lo tanto, pueden
causarse problemas de eficiencia de fusion insatisfactoria y un procedimiento de purificacién complicado.

La cisteina, el 17° aminoacido de G-CSF, se expone en la superficie de la proteina como un estado de unién no
sulfatada. En pH neutro, la cisteina expuesta se combina con cisteina G-CSF adyacente a través de un enlace de
sulfuro y como resultado pierde su actividad. Un mutante de G-CSF en el que la 172 cisteina esta sustituida con
serina muestra una mayor estabilidad en pH neutro, de acuerdo con los informes anteriores.

La transferrina es la tercera proteina mas abundante en el plasma sanguineo, que sirve para transportar los iones de
hierro presentes en la sangre a diversos tejidos. La transferrina tiene una semivida relativamente larga de 8 dias,
que es mas corta que la de la albumina o la inmunoglobulina G. Entra a la célula a través del receptor de la
transferrina en la superficie de la célula y, una vez que suministra iones de hierro, se libera al exterior de la célula en
estado de uniodn con el receptor. Usando estas caracteristicas, la transferrina se ha usado como un compafiero de
fusiéon para aumentar la semivida en circulacién al combinar las proteinas con semividas cortas de la técnica
anterior.

El documento WO 01/51510 describe conjugados polipeptidicos que comprenden un polipéptido que presenta
actividad de G-CSF y que tiene una secuencia de aminoacidos que difiere de la secuencia de aminoacidos de G-
CSF humano en al menos un residuo de aminoacido introducido y/o eliminado especificado que comprende un
grupo de union para una fraccién no polipeptidica, y que tiene al menos una fraccion no polipeptidica unida a un
grupo de unién del polipéptido. El grupo adjunto puede, por ejemplo, puede ser un residuo de lisina, cisteina, acido
aspartico o acido glutamico o un sitio de glicosilacion, y una fraccion no polipeptidica puede por ejemplo ser un
polimero como el polietilenglicol o un oligosacarido.
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En la presente invencion, la treonina, el 116° aminoacido del G-CSF humano, se sustituy6 con cisteina para inducir
la unién de sulfuro con la 172 cisteina de la secuencia de aminoacidos original de G-CSF. La unioén al sulfuro hace
que la estructura de la proteina sea mas estable, de modo que la proteina puede ser resistente contra las proteasas,
es decir, la proteina ahora tiene una resistencia a la proteasa. El intento de tener una resistencia a la proteasa a
través de la construccion de tal proteina mutante es nuevo y su efecto adn no se ha informado.

No ha habido reportes sobre el uso de la proteina mutante de G-CSF, en la que el 116° aminoacido se reemplace
con cisteina para que la fusion con transferrina aumente la semivida en sangre de G-CSF.

Los presentes inventores lograron fabricar una proteina de fusiéon de transferrina y la proteina mutante de G-CSF
humano en la que el 116° aminoacido se reemplazé con cisteina y se confirmé ademas que la proteina de fusion
habia aumentado significativamente la actividad especifica y la estabilidad de la sangre, en comparacion con el G-
CSF humano original sin fusionar, que lleva a la culminacion de esta invencion.

Sumario de la invenciéon

Un objeto de la presente invencion es proporcionar una proteina de fusion en la que la transferrina esta unida por un
péptido a un terminal de una proteina mutante del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) en la que
la 1162 treonina esta sustituida con cisteina en la secuencia de aminoacidos del G-CSF, de tal manera que la
cisteina es adecuada para el enlace de sulfuro con el 17° aminoacido, cisteina, de G-CSF.

Para lograr el objeto anterior, la presente invencién proporciona una proteina de fusion en la que la transferrina esta
unida por un péptido a un terminal de una proteina mutante del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-
CSF) en la que la 1162 treonina esta sustituida con cisteina en la secuencia de aminoacidos del G-CSF, y un uso de
la misma.

La presente invencion también proporciona una composicion farmacéutica y un adyuvante anticancer para prevenir o
tratar enfermedades isquémicas o neutropenia que comprende la proteina de fusién en la que la transferrina esta
unida por un péptido a un terminal de una proteina mutante del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-
CSF) en la que la 1162 treonina esta sustituida con cisteina en la secuencia de aminoacidos del G-CSF, de modo
que la cisteina es adecuada para el enlace de sulfuro con el 17° aminoacido, cisteina, de G-CSF, como ingrediente
activo.

La presente invencion también proporciona un vector de expresion que contiene el gen que codifica una proteina de
fusion en la que la transferrina esta unida por un péptido a un terminal de una proteina mutante del factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) en la que la 1162 treonina esta sustituida con cisteina en la
secuencia de aminoacidos del G-CSF, de modo que la cisteina sea adecuada para el enlace de sulfuro con el 17°
aminoacido, cisteina, de G-CSF, y un transformante preparado insertando el vector de expresion anterior en una
célula huésped.

La presente invencion también proporciona un procedimiento de preparacion del vector de expresién que contiene el
gen que codifica una proteina de fusion en la que la transferrina esta unida por un péptido a un terminal de una
proteina mutante del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) en la que se sustituye la 1162 treonina
con cisteina en la secuencia de aminoacidos del G-CSF, de modo que la cisteina es adecuada para el enlace de
sulfuro con el aminoacido 17, cisteina, de G-CSF, y el transformante preparado insertando el vector de expresion
anterior en una célula huésped.

La presente invencion también proporciona una composicion farmacéutica que comprende la proteina de fusion de
la invencién para uso en terapia. La presente invencion también proporciona una composiciéon farmacéutica que
comprende la proteina de fusion de la invencién para uso en el tratamiento de una neutropenia.

La presente invencion también proporciona una composicion farmacéutica que comprende la proteina de fusion de
la invencién para uso en el tratamiento del cancer.

La presente invencién también proporciona una composicion farmacéutica que comprende la proteina de fusion de
la invencién para su uso en el tratamiento de una enfermedad isquémica.

La presente invencion también proporciona una composicion farmacéutica que comprende la proteina de fusion de
la invencién para usar en la inhibicién de la disminucién en el nimero de neutréfilos.

La presente divulgacion también describe un procedimiento para prevenir o tratar la neutropenia o la enfermedad
isquémica que contiene la etapa de administrar la proteina de fusién en la que la transferrina esta unida por un
péptido a un terminal de una proteina mutante del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) en el que
la 1162 treonina esta sustituida con cisteina en la secuencia de aminoacidos del G-CSF, el vector de expresién o el
transformante anterior a un sujeto que tiene neutropenia o enfermedad isquémica.

La presente divulgacion también describe un procedimiento para inhibir la disminucién en el nimero de neutrdfilos
que contienen la etapa de administrar la proteina de fusién en la que la transferrina esta unida por un péptido a un
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terminal de una proteina mutante del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) en la que la 1162
treonina esta sustituida con cisteina en la secuencia de aminoacidos del G-CSF, el vector de expresién o el
transformante anterior a un sujeto.

Ademas, la presente invencién proporciona un uso de la proteina de fusién en la que la transferrina esta unida por
un péptido a un terminal de una proteina mutante del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) en la
que la 1162 treonina esta sustituida con cisteina en la secuencia de aminoacidos del G-CSF, de modo que la cisteina
es adecuada para el enlace de sulfuro con el 17° aminoacido, la cisteina, del G-CSF, el vector de expresién o el
transformante anterior.

Efecto ventajoso

La proteina de fusion de transferrina de la presente invencion muestra un aumento significativo de la actividad
especifica y la estabilidad de la sangre, en comparacion con el G-CSF humano convencional, y tiene una mayor
eficiencia de purificacion que el G-CSF PEGilado convencional caracterizado por la semivida prolongada, de modo
que se puede usar ventajosamente para prevenir o tratar enfermedades isquémicas o neutropenia.

Breve descripcion de los dibujos

La aplicaciéon de las realizaciones preferentes de la presente invencion se entiende mejor con referencia a los
dibujos adjuntos, en los que:

La Figura 1 es un diagrama que ilustra el mapa de escision del vector pcDNA3.1(+)/preTf.

La Figura 2 es un diagrama que ilustra el mapa de escision del vector pcDNA3.1(+)/preTf(B).

La Figura 3 es un diagrama que ilustra el mapa de escision del vector pcDNA3.1(+)/Tf(B).

La Figura 4 es un diagrama que ilustra el mapa de escision del vector pcDNA3.1(+)/G-CSF(T116C)-Tf.

La Figura 5 es un diagrama que ilustra la expresion de G-CSF(T116C)-Tf en la linea celular Expi293F
transfectada con plasmido G-CSF(T116C)-Tf.

La Figura 6 es un diagrama que ilustra la proteina G-CSF(T116C)-Tf separada por cromatografia en azul
DEAE Affi-gel.

La Figura 7 es un diagrama que ilustra la preparacion, concentracién y separacion de Fe3* G-CSF(T116C)-Tf
fusionado en forma holo (holoenzima).

La Figura 8 es un diagrama que ilustra la fuerza de union de G-CSF(T116C)-Tf en forma de holo al receptor
de transferrina.

La Figura 9 es un diagrama que ilustra la actividad de proliferacion celular de las células HL-60 tratadas con
G-CSF, G-CSF-Tfy G-CSF(T116C)-Tf.

La Figura 10 es un diagrama que ilustra la comparacién de la resistencia de proteasa entre G-CSF y G-
CSF(T116C).

La Figura 11 es un diagrama que ilustra la comparacion de la semivida en plasma in vivo entre G-CSF-Tf y G-
CSF(T116C)-Tf.

La Figura 12 es un diagrama que ilustra la comparacion de la actividad fisiolégica entre G-CSF y G-
CSF(T116C)-Tf en la rata que tiene neutropenia.

Descripcion de las realizaciones preferentes
En lo sucesivo, la presente invencion se describe en detalle.

La presente invencién proporciona una proteina de fusién en la que la transferrina esta unida por un péptido a un
terminal de una proteina mutante G-CSF del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) en la que la
1162 treonina esta sustituida con cisteina en la secuencia de aminoacidos de G-CSF, de modo que la cisteina es
adecuada para la unién de sulfuro con el 17° aminoacido, la cisteina, del G-CSF, y un uso del mismo.

El G-CSF o la transferrina utilizado en esta invencion puede originarse a partir de animales, plantas o
microorganismos. Es mas preferiblemente el G-CSF o la transferrina originados en el hombre en el presente
documento, pero también puede ser una proteina heterdloga que tenga la misma actividad que el G-CSF o la
transferrina originados en humano.
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La proteina anterior puede modificarse adicionalmente, tal como fosforilacion, acetilacion, metilacion, glicosilacion,
etc., o puede fusionarse con otra proteina. Siempre que la funcién de la proteina no se pierda, dicha proteina
mutante puede considerarse como la proteina antes de cualquier modificacion.

Otro aminoacido que puede reemplazar la 1162 treonina es un aminoacido hidréfobo, que es mas precisamente la
cisteina que posiblemente esté unida a la 172 cisteina de la secuencia de G-CSF a través del enlace disulfuro, pero
no siempre esta limitada a la misma.

El terminal donde se une la transferrina puede ser el terminal amino (extremo 5', terminal N) o el terminal carboxi
(extremo 3', terminal C).

La proteina del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) es la proteina representada por la SEQ ID
NO: 1, pero esta secuencia puede tener adicion, eliminacidon o sustitucion de uno o mas aminoacidos en su
secuencia, siempre que el gen que codifica el G-CSF se encuentre en la misma posicién en el cromosoma y la
actividad no cambie.

La proteina del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) anterior tiene preferiblemente al menos 80 %
de homologia, mas preferiblemente al menos 90 % de homologia, y lo mas preferiblemente al menos 95 %, 96 %, 97
%, 98 %, 99 %, 0 99,5 % de homologia con la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID. NO: 1, pero
no siempre se limita a ello.

La citada transferrina es la proteina representada por la SEQ ID. NO: 2, pero esta secuencia puede tener adicion,
supresion o sustitucion de uno o mas aminoacidos en su secuencia, siempre que el gen que codifica la transferrina
se encuentre en la misma posicién en el cromosoma y la actividad no cambie.

La proteina transferrina anterior tiene preferiblemente al menos un 80 % de homologia, mas preferiblemente al
menos un 90 % de homologia, y lo mas preferiblemente al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 99,5 % de
homologia con la secuencia de aminoacido representada por la SEQ ID. NO: 2, pero no siempre se limita a ello.

La proteina mutante del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) es la proteina representada por la
SEQ ID. NO: 3, pero esta secuencia puede tener adicion, supresion o sustitucion de uno o mas aminoacidos en su
secuencia siempre que el gen que codifica la transferrina se encuentre en la misma posicién en el cromosoma y la
actividad no cambie.

La proteina mutante del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) anterior tiene preferiblemente al
menos un 80 % de homologia, mas preferiblemente al menos un 90 % de homologia, y lo mas preferiblemente al
menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o 99,5 % de homologia con la secuencia de aminoacidos representada
por la SEQ ID. NO: 3, pero no siempre se limita a ello.

La proteina de fusiéon en la que la transferrina esta unida por un péptido a un terminal de G-CSF tiene
preferiblemente al menos un 80 % de homologia, mas preferiblemente al menos un 90 % de homologia, y lo mas
preferiblemente al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o 99,5 % de homologia con la secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID. NO: 4, pero no siempre se limita a ello.

La proteina de fusion en la que la transferrina esta unida por un péptido a un terminal de una proteina mutante de G-
CSF en la que la 1162 treonina esta sustituida con cisteina en la secuencia de aminoacidos del G-CSF tiene
preferiblemente al menos un 80 % de homologia, mas preferiblemente al menos un 90 % de homologia, y lo mas
preferiblemente al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o 99,5 % de homologia con la secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID. NO: 5, pero no siempre se limita a ello.

La proteina mutante de G-CSF en la que la 1162 treonina esta sustituida con cisteina en la secuencia de
aminoacidos del G-CSF, o la transferrina puede tener la sustitucién de la secuencia de nucleétidos para la
manipulacion de genes. Por ejemplo, la secuencia de nucledtidos de un sitio de reconocimiento de enzimas de
restriccion en el gen se puede sustituir con otra secuencia de nucleétidos que codifica otro aminoacido que es igual
al aminoacido original pero que no causa ningin cambio en la actividad de la proteina, o una parte del gen terminal
se puede eliminar, sustituir o agregar con un sitio de reconocimiento de enzimas de restriccion. Por ejemplo, la
timina del sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion BamHI del gen de la proteina, GGATCC, puede
sustituirse por citosina, pero no siempre se limita a ella.

Dicha enzima de restriccion se ejemplifica mediante EcoRI, BamHI, Hindlll, kpnl, Notl, Pstl, Smal, Xhol, Fokl,
Alw26l, Bbvl, Bsrl, Earl, Hphl, Mbol, SfaNI, Tth111l, Nael, Nhel, NgoMIV, Nhel, Eco57I, Bcgl, Bpl, Bsp24l, Bael,
Cjel, EcoPI, Hintlll y StyLTI, etc. Sin embargo, cualquier enzima de restriccién que se use en la técnica puede usarse
de acuerdo con el gen, el vector de expresion o el entorno de manipulacion genética sin limitacion.

La presente invencién también proporciona una composicién farmacéutica para uso en la prevencion o el tratamiento
de la neutropenia y la enfermedad isquémica que comprende la proteina de fusion en la que la transferrina esta
unida por un péptido a un terminal de una proteina mutante de G-CSF en la que la 1162 treonina esta sustituida con
cisteina en la secuencia de aminoacidos del G-CSF o la proteina mutante G-CSF en la que la 1162 treonina esta
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sustituida con cisteina en la secuencia de aminoacidos del G-CSF, de manera que la cisteina es adecuada para la
union de sulfuro con el 17° aminoacido, cisteina, de G-CSF, como ingrediente activo, un adyuvante anticanceroso
que comprende el mismo, un vector de expresion que comprende un gen que codifica dicha proteina y un
transformante que comprende dicho vector de expresion.

El término 'neutropenia’ como se usa en este documento indica la reduccién anormal de los neutréfilos. Cuando el
numero de neutrdfilos en sangre es inferior a 1500/pl, se clasifica como neutropenia ligera y cuando el nimero de
neutréfilos en sangre es inferior a 1000/ul, se clasifica como neutropenia moderada. Cuando el numero de
neutréfilos en sangre es inferior a 500/pl, se clasifica como neutropenia grave. En un sentido amplio, la leucopenia
(neucopenia) también se incluye en la neutropenia.

La "enfermedad isquémica" a la que se hace referencia aqui es causada por el dafio celular causado cuando el
suministro de sangre al tejido se interrumpe por hemorragia, embolia e infarto, etc., que se ejemplifica por trauma,
rechazo de injerto, derrame cerebral, infraccion cerebral, enfermedad renal isquémica, enfermedad pulmonar
isquémica, enfermedad isquémica mediada por infeccién, enfermedad isquémica de las extremidades,
cardiomiopatia isquémica, infarto de miocardio e insuficiencia cardiaca, etc.

La proteina del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) es la proteina representada por la SEQ ID
NO: 1, pero esta secuencia puede tener adicion, eliminacidon o sustitucion de uno o mas aminoacidos en su
secuencia, siempre que el gen que codifica el G-CSF se encuentra en la misma posicién en el cromosoma y la
actividad no se cambia.

La proteina del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) anterior tiene preferiblemente al menos 80 %
de homologia, mas preferiblemente al menos 90 % de homologia, y lo mas preferiblemente al menos 95 %, 96 %, 97
%, 98 %, 99 %, 0 99,5 % de homologia con la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 1, pero no
siempre se limita a ello.

La citada transferrina es la proteina representada por la SEQ ID NO: 2, pero esta secuencia puede tener adicion,
supresion o sustitucion de uno o mas aminoacidos en su secuencia, siempre que el gen que codifica la transferrina
se encuentre en la misma posicién en el cromosoma y la actividad no cambie.

La proteina transferrina anterior tiene preferiblemente al menos un 80 % de homologia, mas preferiblemente al
menos un 90 % de homologia, y lo mas preferiblemente al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 0 99,5 % de
homologia con la secuencia de aminoacido representada por la SEQ ID NO: 2, pero no siempre se limita a ello.

La proteina mutante del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) es la proteina representada por la
SEQ ID NO: 3, pero esta secuencia puede tener adicion, supresion o sustitucion de uno o mas aminoacidos en su
secuencia siempre que el gen que codifica la transferrina se encuentre en la misma posicién en el cromosoma y la
actividad no cambie.

La proteina mutante del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) anterior tiene preferiblemente al
menos un 80 % de homologia, mas preferiblemente al menos un 90 % de homologia, y lo mas preferiblemente al
menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o0 99,5 % de homologia con la secuencia de aminoacidos representada
por la SEQ ID NO: 3, pero no siempre se limita a ello.

La proteina de fusiéon en la que la transferrina esta unida por un péptido a un terminal de G-CSF tiene
preferiblemente al menos un 80 % de homologia, mas preferiblemente al menos un 90 % de homologia, y lo mas
preferiblemente al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 99,5 % de homologia con la secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 4, pero no siempre se limita a ello.

La proteina de fusion en la que la transferrina esta unida por un péptido a un terminal de una proteina mutante de G-
CSF en la que la 1162 treonina esta sustituida con otro aminoacido en la secuencia de aminoacidos del G-CSF, pero
esta secuencia puede tener adicion, eliminacion o sustituciéon de uno o mas aminoacidos en su secuencia siempre
que el gen que codifica el G-CSF o la transferrina se encuentre en la misma posiciéon en el cromosoma y la actividad
no cambie.

La proteina de fusion en la que la transferrina esta unida por un péptido a un terminal de una proteina mutante de G-
CSF en la que la 1162 treonina esta sustituida con otro aminoacido en la secuencia de aminoacidos del G-CSF tiene
preferiblemente al menos un 80 % de homologia, mas preferiblemente al menos un 90 % de homologia, y lo mas
preferiblemente al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 99,5 % de homologia con la secuencia de
aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 5, pero no siempre se limita a ello.

La proteina mutante de G-CSF en la que la 1162 treonina esta sustituida con otro aminoacido en la secuencia de
aminoacidos del G-CSF, o la transferrina puede tener la sustitucién de la secuencia de nucleétidos para la
manipulacion del gen. Por ejemplo, la secuencia de nucledtidos de un sitio de reconocimiento de enzimas de
restriccion en el gen se puede sustituir con otra secuencia de nucleétidos que codifica otro aminoacido que es igual
al aminoacido original pero que no causa ningin cambio en la actividad de la proteina, o una parte del gen terminal
se puede eliminar, sustituir o agregar con un sitio de reconocimiento de enzimas de restriccién. Por ejemplo, la
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timina del sitio de reconocimiento de la enzima de restriccion BamHI del gen de la proteina, GGATCC, puede
sustituirse por citosina, pero no siempre se limita a ella.

Dicha enzima de restriccion se ejemplifica mediante EcoRI, BamHI, Rindlll, kpnl, Notl, Pstl, Smal, Xhol, Fokl,
Alw26l, Bbvl, Bsrl, Earl, Hphl, Mbol, SfaNl, Tth111l, Nael, Nhel, NgoMIV, Nhel, Eco571, Bcgl, Bpl, Bsp24l, Bael,
Cjel, EcoPl, Hintlll, y StyLTI, etc. Sin embargo, cualquier enzima de restriccion que se use en la técnica puede
usarse de acuerdo con el gen, el vector de expresion o el entorno de manipulacion genética sin limitacion.

El 'vector de expresion' de la invenciéon es una herramienta para introducir la secuencia de acido nucleico que
codifica una proteina diana en una célula huésped, que incluye plasmido, cosmido, BAC y acido nucleico del virus,
etc. El vector mencionado generalmente incluye un marcador de seleccion, como un gen resistente a los antibioticos
que puede confirmar la introduccién exitosa de un gen diana en una célula huésped. El vector puede incluir ademas
promotor, operador, codén de iniciacién, codén de detenciéon, secuencia poliadenilada, potenciador, secuencia de
Kozak y secuencia de Shine-Dalgarno, etc., para la expresion de un gen diana. Si el vector es un vector de
expresion replicable, puede contener un origen de replicacion.

La célula huésped en este documento puede seleccionarse del grupo que consiste en E. coli, levadura, hongos,
células vegetales y células animales, pero no siempre se limita a ellas y cualquier célula huésped que se use para la
produccién de una proteina recombinante en este campo puede ser aceptado.

La composicion farmacéutica de la presente invencion se puede preparar para administracion oral o parenteral
mezclando con diluyentes o excipientes de uso general, tales como cargas, diluyentes, aglutinantes, agentes
humectantes, agentes desintegrantes y tensioactivos. Las formulaciones sélidas para administracién oral son
tabletas, pildoras, polvos, granulos y capsulas. Estas formulaciones sélidas se preparan mezclando con uno o mas
excipientes adecuados tales como almidén, carbonato de calcio, sacarosa o lactosa, gelatina, etc. Excepto los
excipientes simples, se pueden usar lubricantes, por ejemplo, estearato de magnesio, talco, etc. Las formulaciones
liqguidas para administraciones orales son suspensiones, soluciones, emulsiones y jarabes, y las formulaciones
mencionadas anteriormente pueden contener diversos excipientes, como agentes humectantes, edulcorantes,
aromaticos y conservantes, ademas de diluyentes simples de uso general, como agua y parafina liquida. Las
formulaciones para administracion parenteral son soluciones acuosas esterilizadas, excipientes insolubles en agua,
suspensiones, emulsiones, preparaciones liofilizadas y supositorios. Los excipientes y suspensiones insolubles en
agua pueden contener, ademas del compuesto o compuestos activos, propilenglicol, polietilenglicol, aceite vegetal
como el aceite de oliva, éster inyectable como etilato, etc. Los supositorios pueden contener, ademas del compuesto
o compuestos activos, witepsol, macrogol, tween 61, manteca de cacao, manteca de laurina, glicerogelatina, etc.

La composicion farmacéutica de la presente invencion se puede administrar por via oral o parenteral, y la
administracion parenteral incluye la aplicacion externa de la piel, la inyeccion intrarrectal, la inyeccion intravenosa, la
inyeccion intramuscular, la inyeccion hipodérmica, la inyeccion intratoracica o la inyeccion intracerebroventricular.

La dosis efectiva de la composicion farmacéutica se puede determinar segun el peso, la edad, el sexo, el estado de
salud, la dieta, la frecuencia de administracion, el procedimiento de administracion, la excrecién y la gravedad de la
enfermedad, pero no pueden limitar la presente invencién por ningin medio. Una dosis individual contiene
preferiblemente la cantidad de compuesto activo que es adecuada para ser administrada en una dosis Unica.

La dosis unica en el presente documento para la proteina es de 1~100 mg, preferiblemente de 3~50 mg, y mas
preferiblemente de 6~30 mg, que puede administrarse una vez al dia o varias veces al dia y puede administrarse por
separado a diferentes partes.

La composicion farmacéutica de la presente invencién puede administrarse sola o tratarse junto con operacion
quirdrgica, terapia hormonal, quimioterapia y reguladores bioldgicos.

La presente invencion también proporciona un procedimiento de preparacion de una proteina de fusion en la que la
transferrina esta unida por un péptido a un terminal de una proteina mutante del factor estimulante de colonias de
granulocitos (G-CSF) en la que la 1162 treonina esta sustituida con cisteina en la secuencia de aminoacidos del G-
CSF, de modo que la cisteina es adecuada para el enlace de sulfuro con el aminoacido 17°, cisteina, de G-CSF, un
vector de expresidon que contiene el gen que codifica una proteina de fusion en la que la transferrina esta unida por
un péptido a un terminal de un factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) proteina mutante en la que la
1162 treonina esta sustituida con cisteina en la secuencia de aminoacidos del G-CSF, de manera que la cisteina es
adecuada para la unién de sulfuro con el 17° aminoacido, cisteina, de G-CSF, y transformante que comprende el
vector de expresion.

La proteina en el presente documento puede obtenerse mediante sintesis quimica o producirse a partir de células
naturales, o purificarse a partir de células huésped transfectadas mediante tecnologia de ADN recombinante. La
proteina obtenida puede tener una modificacion adicional, como la fosforilacién, la acetilacion, la metilacion y la
glicosilacion, o se puede fusionar con otra proteina, pero dicha modificacion se permite siempre que la funcion de la
proteina no cambie.
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El procedimiento de preparacion de la proteina utilizando tecnologia de ADN recombinante se compone de los
siguientes pasos:

insertar un gen diana para la expresion en un vector de expresion;
introducir el vector de expresion en una célula huésped; y
obtener la proteina producida mediante el cultivo de la célula huésped.

Sin embargo, la produccién de la proteina no se limita a lo anterior y se puede usar cualquier procedimiento
conocido por los expertos en la técnica.

La etapa de obtencién de la proteina se puede realizar utilizando una técnica de purificacion bien conocida por los
expertos en la técnica, que se ejemplifica mediante la precipitacion de proteinas, centrifugacion, interrupcion
ultrasonica, ultrafiltracion, dialisis, filtracion en gel, cromatografia de adsorcidon, cromatografia intercambio idnico, y
cromatografia de afinidad.

En una realizacién preferente de la presente invencion, se elimind un sitio de reconocimiento de enzimas de
restriccion del gen de la transferrina, y en su lugar se insertd un sitio de enzimas de restriccion en el extremo 5' y
también se insertaron un sitio de enzimas de restriccion y un codén de detencién en el extremo 3', dando como
resultado la construccion de un plasmido. En el plasmido se insert6 el gen que tiene la eliminacién de un sitio de
reconocimiento de enzima de restriccion de la secuencia de G-CSF, dando como resultado la construcciéon de un
plasmido en el que el gen de transferrina se fusioné con el gen de G-CSF.

En una realizaciéon preferente de la presente invencién, se preparé un mutante de G-CSF reemplazando el 116°
aminoacido de la secuencia de G-CSF con cisteina. Se elimind un sitio de reconocimiento de enzimas de restriccion
del gen y en su lugar se insertaron un sitio de enzimas de restriccion y la secuencia Kozak en el extremo 5' y
también se insertd un sitio de enzimas de restriccion en el extremo 3', dando como resultado la construccion de un
plasmido. Luego, el gen de la transferrina se fusiond con el plasmido anterior para construir un plasmido en el que el
gen de la transferrina se fusiond con el gen mutante G-CSF.

En el presente documento también se describe un procedimiento para prevenir o tratar la neutropenia o enfermedad
isquémica que contiene la etapa de administrar la proteina de fusién en la que la transferrina esta unida por un
péptido a un terminal de una proteina mutante del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) en que la
1162 treonina esta sustituida con cisteina en la secuencia de aminoacidos del G-CSF, de modo que la cisteina es
adecuada para el enlace de sulfuro con el 17° aminoacido, cisteina, de G-CSF, el vector de expresion que alberga el
gen que codifica dicho proteina, o el transformante preparado insertando dicho vector de expresién en una célula
huésped a un sujeto que tiene neutropenia o enfermedad isquémica.

La proteina de fusion transferrina de la presente invencion muestra un aumento significativo de la actividad
especifica y la estabilidad de la sangre, en comparacion con el G-CSF humano convencional, y tiene una mayor
eficiencia de purificacién que el G-CSF PEGilado convencional caracterizado por la semivida extendida, de modo
que puede usarse ventajosamente para prevenir o tratar enfermedades isquémicas o neutropenia.

En el presente documento también se describe un procedimiento para inhibir la disminucién en el nimero de
neutrofilos que contienen la etapa de administrar la proteina de fusion en la que la transferrina esta unida por un
péptido a un terminal de una proteina mutante del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) en que la
1162 treonina esta sustituida con cisteina en la secuencia de aminoacidos del G-CSF, el vector de expresion o el
transformante anterior a un sujeto.

La proteina mutante del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) de la presente invencion o la
proteina de fusion transferrina de la misma muestra un aumento significativo de la actividad especifica y la
estabilidad de la sangre, en comparacién con el G-CSF humano convencional, y tiene una mayor eficiencia de
purificacion que el G-CSF PEGilado convencional caracterizado por una semivida prolongada, de modo que puede
usarse ventajosamente para inhibir la disminucion en el nimero de neutrdfilos.

Ademas, la presente invencién proporciona un uso de la proteina de fusién en la que la transferrina esta unida por
un péptido a un terminal de una proteina mutante del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) en la
que la 1162 treonina esta sustituida con cisteina en la secuencia de aminoacidos del G-CSF, de modo que la cisteina
es adecuada para el enlace de sulfuro con el 17° aminoacido, la cisteina, del G-CSF, el vector de expresién o el
transformante anterior.

La proteina de fusion de transferrina de la presente invencion muestra un aumento significativo de la actividad
especifica y la estabilidad de la sangre, en comparacion con el G-CSF humano convencional, y tiene una mayor
eficacia de purificacion que el G-CSF PEGilado convencional caracterizado por la semivida extendida, de modo que
se puede usar ventajosamente como adyuvante anticancer, y se usa para prevenir o tratar enfermedades
isquémicas o neutropenia.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2735899 T3

Las realizaciones practicas y actualmente preferentes de la presente invencion son ilustrativas como se muestra en
los siguientes Ejemplos.

Ejemplo 1: Construccion de plasmido

<1-1> Construccion del plasmido de expresién de transferrina

Se obtuvo ARNm total a partir de la linea celular de carcinoma hepatocelular humano HepG2. Las células HepG2 se
subcultivaron en DMEM (HyClone) suplementado con un 10 % de suero bovino fetal (WELGENE) y un 1 % de
penicilina-estreptomicina (Gibco) en una incubadora a 37 °C y un 5 % de CO.. Dos dias después, el medio de cultivo
celular HepG2 se desechd y las células se lavaron con regulador fosfato (HyClone). Se obtuvo el sedimento celular y
se elimind el medio por centrifugacion. Luego, el sedimento celular se almacend a -70 °C. Las células congeladas
almacenadas a -70 °C se descongelaron y se extrajo el ARNm total de las mismas usando RnaUs ToTal Tissue
Premium RNA Preps (LeGene) con las condiciones estandar presentadas en el manual. Se sintetizé ADNc a partir
del ARNm total obtenido utilizando oligo (dT) con el sistema de sintesis de ADNc Premium Express 15t Strand
(LeGene).

La PCR se realizé utilizando el ADNc sintetizado como plantilla con ADN polimerasa (Phusion). Los cebadores
utilizados en la reaccion fueron hechos a medida en Cosmogenetech Co., Ltd. Particularmente, el sitio de la enzima
de restriccion Nhel y la secuencia de Kozak se insertaron en el extremo 5' del gen de la transferrina y el sitio de la
enzima de restriccion Xho | y el codén de detencion (TAA) se insertaron en el extremo 3' del gen. 10 pmol de un
cebador en sentido (5-CATGCTAGCTCCACCATGAGGCTCGCCGTGGGAGCC-3', SEQ. ID. NO: 9) y 10 pmol de
un cebador antisentido (5'-AGACTCGAGTTAAGGTCTACGGAAAGTGCAG-3', SEQ ID NO: 10). Los cebadores, el
ADN polimerasa y el ADNc se mezclaron con un regulador, al que se agregd agua destilada para que el volumen
total fuera de 50 pl. Se realizd la PCR de la siguiente manera; predesnaturalizacion a 98 °C durante 30 segundos,
desnaturalizacion a 98 °C durante 10 segundos, fusion a 53 °C durante 30 segundos, polimerizacion a 72 °C durante
1 minuto, 30 ciclos desde la desnaturalizacién a la polimerizacién y extension final a 72 °C durante 10 minutos. El
gen de la transferrina amplificada se transfirié a gel de agarosa al 1 % para que la electroforesis confirme el tamafio.
El area objetivo del gel de agarosa se cortd y el ADN se purifico utilizando el kit de purificacion de ADN de
fragmentos totales MEGAquick-spin™ (iNtRoN).

El gen de transferrina purificado y el plasmido pcDNA3.1(+) (Invitrogen) se digirieron con las enzimas de restriccion
Nhel (Enzynomics) y Xhol (Enzynomics). Se agregaron 10 unidades de la enzima de restriccion y el regulador 2
(Tris-HCI 10 mM, pH 7.9, NaCl 50 mM, MgCl, 10 mM, DTT 1 mM, 100 pg/ml de BSA), seguido de reaccion a 37 °C
durante 2~3 horas. Una vez completada la reaccion, se confirmé el tamafio del gen mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1 %. El area objetivo del gel de agarosa se cort6 y el ADN se purificé utilizando el kit de purificacion de
ADN de fragmentos totales MEGAquick-spin™ (iNtRoN).

El gen de transferrina purificado y el vector pcDNA3.1(+) se hicieron reaccionar con ADN ligasa T4 (Takara) a 16 °C
durante 16 horas. Una vez completada la reaccion, el vector se insertd en E. coli DH10B, que se distribuy6 en una
placa de agar que contenia ampicilina, seguido de cultivo a 37 °C durante 16 horas. Luego, se seleccioné la colonia
de E. coli.

Para investigar si el gen de la transferrina se inserté con éxito o no en el plasmido pcDNA3.1(+), la PCR se realizd
utilizando ADN polimerasa. La colonia de E. coli seleccionada se diluyé en agua, que se usé como plantilla, seguida
de PCR con el cebador en sentido (5-CATGCTAGCTCCACCATGAGGCTCGCCGTGGGAGCC-3', SEQ. ID. NO: 9)
y el cebador antisentido (5'- AGACTCGAGTTAAGGTCTACGGAAAGTGCAG-3', SEQ ID NO: 10) utilizado para la
amplificacion del gen de la transferrina anterior. La PCR se realizé de la siguiente manera; predesnaturalizacion a 98
°C durante 30 segundos, desnaturalizacion a 98 °C durante 10 segundos, fusiéon a 53 °C durante 30 segundos,
polimerizacién a 72 °C durante 1 minuto, 30 ciclos desde la desnaturalizacion a la polimerizacion y extension final a
72 °C durante 10 minutos. Al finalizar la PCR, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1 % para confirmar
el gen.

La colonia confirmada de E. coli se inocul6 en un medio liquido LB (1 % de tripton, 0,5 % de extracto de levadura, 1
% de NaCl), seguido de cultivo a 37 °C durante 16 horas en una incubadora de agitacion. La E. coli cultivada se
centrifugd para separar el sobrenadante y el sedimento celular. El ADN del plasma se purificéd del sedimento celular
utilizando Exprep™ Plasmid SV, mini (GeneAll). La secuenciacién del plasmido purificado se realizé por
Cosmogenetech Co., Ltd. El plasmido de expresion de transferrina preparado se denomind en esta invencion
'pcDNAS.1(+)/preTf (SEQ. ID. NO: 6)' (Figura 1).

Para usar el sitio de la enzima de restriccion BamHI para la construccion de un plasmido, el sitio de BamHI en el gen
de la transferrina se mut6é mediante mutagénesis directa para eliminar el sitio de la enzima de restriccion de BamHI.
Para eliminar el sitio de la enzima de restriccion BamHI del gen de la transferrina, la timina (T) se reemplaz6 con
citosina (C), pero la secuencia de aminoacidos se mantuvo con acido aspartico. Para reemplazar el sitio de la
enzima de restriccion BamHI, GGATCC, con la secuencia GGACCC, el cebador en sentido (5'-
CTATGGGTCAAAAGAGGACCCACAGACTTTCTATT-3', SEQ ID NO 11: y se usO el cebador antisentido (5'-
AATAGAAAGTCTGTGGGTCCTCTTTTGACCCATAG-3', SEQ. ID. NO: 12) hecho a medida en Cosmogenetech Co.,
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Ltd. La mutagénesis directa al sitio se realizé utilizando el plasmido pcDNA3. (+)/preTf preparado como plantilla
utilizando el kit de mutagénesis dirigida al sitio Muta-direct (INtRON) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Una
vez completada la reaccién, el gen se confirmé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %. La colonia de E.
coli confirmada se inoculé en un medio liquido LB que contenia ampicilina, seguido de cultivo a 37 °C durante 16
horas en una incubadora de agitacion. La E. coli cultivada se centrifugd para separar el sobrenadante y el sedimento
celular. EI ADN del plasma se purificd a partir del sedimento celular utilizando un kit de extracciéon de plasmidos
(GeneAll). La sustitucion del acido nucleico del sitio de la enzima de restriccion BamHI en el gen de la transferrina se
confirmé mediante secuenciacion. El plasmido preparado se denominé en esta invencion 'pcDNA3.1(+)/preTf(B)
(SEQ ID NO: 7)' (Figura 2).

La transferrina es una proteina secretora que contiene un péptido de sefializacion para ayudar al transporte de una
proteina sintetizada en el terminal N a la membrana celular. La transferrina se compone de la secuencia de
aminoacidos 'MRLAVGALLVCAVLGLCLA (SEQ ID NO: 13). Para insertar un gen del factor estimulante de la
leucocitopoyesis humana en el extremo 5' del gen de la transferrina, se elimin6 el péptido de sefializacién de la
transferrina y se coloco la enzima de restriccion BamHI en el extremo 5', lo que dio como resultado la construccion
de un plasmido. En el extremo 3' se insertaron Xhol y el codén de detencion (TAA). La PCR se realiz6 utilizando
pcDNAS3.1(+)/preTf(B) como plantilla en presencia de ADN polimerasa. El sitio de la enzima de restriccion Xho | y el
codon de detencion (TAA) se insertaron en el extremo 3 'del gen. La PCR se realiz6 utilizando pcDNA3.1(+)/preTf(B)
como plantilla con ADN polimerasa. Los cebadores utilizados en la reaccidon fueron hechos a medida en
Cosmogenetech  Co., Ltd. Se utilizaron 10 pmol de un cebador en sentdo (5-
CTCGGATCCGTCCCTGATAAAACTGTGAGATG-3', SEQ ID NO: 14) y 10 pmol de un cebador antisentido (5-
AGACTCGAGTTAAGGTCTACGGAAAGTGCAG-3', SEQ ID NO: 10). Los cebadores, el ADN polimerasa y la
plantilla se mezclaron con regulador, al que se agregd agua destilada para hacer que el volumen total fuera de 50 pl.
La PCR se realizé de la siguiente manera; predesnaturalizacion a 98 °C durante 30 segundos, desnaturalizacion a
98 °C durante 10 segundos, fusién a 53 °C durante 30 segundos, polimerizacién a 72 °C durante 1 minuto, 30 ciclos
desde la desnaturalizacioén a la polimerizacion y extension final a 72 °C durante 10 minutos. El gen de la transferrina
amplificada se transfirio a gel de agarosa al 1 % para que la electroforesis confirmara el tamafio. El area objetivo del
gel de agarosa se cortdo y el ADN se purifico utilizando el kit de purificacion de ADN de fragmentos totales
MEGAquick-spin™ (iNtRoN). El gen de transferrina purificado y el plasmido pcDNA3.1(+) se digirieron con las
enzimas de restriccion BamHI (Enzynomics) y Xhol (Enzynomics). Se agregaron 10 unidades de la enzima de
restriccion y el regulador 2 (Tris-HCI 10 mM, pH 7,9, NaCl 50 mM, MgCl; 10 mM, DTT 1 mM, 100 pug/ml de BSA),
seguido de reaccion a 37 °C durante 2~3 horas. Una vez completada la reaccion, se confirmé el tamafo del gen
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %. El area objetivo del gel de agarosa se cort6 y el ADN se purifico
utilizando el kit de purificacion de ADN de fragmentos totales MEGAquick-spin™ (iNtRoN). El gen de transferrina
purificado y el vector pcDNA3.1(+) procedieron a electroforesis en gel de agarosa al 1 % nuevamente, seguido de
cuantificacion de ADN. El gen de la transferrina y el vector pcDNA3.1(+) se hicieron reaccionar con ADN ligasa T4
(Takara) a 16 °C durante 16 horas. Una vez completada la reaccion, el vector se inserté en E. coli DH10B, que se
distribuyé en una placa de agar que contenia ampicilina, seguido de cultivo a 37 °C durante 16 horas. Luego, se
selecciono la colonia de E. coli. Para investigar si el gen de la transferrina se inserté con éxito o no en el plasmido
pcDNAS3.1(+), se realizé la PCR. La colonia de E. coli seleccionada se diluyd en agua, que se usé como plantilla,
seguido de PCR con el cebador en sentido (5-CTCGGATCCGTCCCTGATAAAACTGTGAGATG-3', SEQ ID NO: 14)
y el cebador antisentido (5-AGACTCGAGTTAAGGTCTACGGAAAGTGCAG-3', SEQ ID NO: 10) utilizado para la
amplificacion del gen de la transferrina anterior. La PCR se realizé de la siguiente manera; predesnaturalizacion a 98
°C durante 30 segundos, desnaturalizacion a 98 °C durante 10 segundos, fusiéon a 53 °C durante 30 segundos,
polimerizacién a 72 °C durante 1 minuto, 30 ciclos desde la desnaturalizacion a la polimerizacion y extension final a
72 °C durante 10 minutos. Al finalizar la PCR, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1 % para confirmar
el gen. La colonia de E. coli confirmada se inocul6 en un medio liquido LB (1 % de triptén, 0,5 % de extracto de
levadura, 1 % de NaCl), seguido de cultivo a 37 °C durante 16 horas en una incubadora de agitacion. La E. coli
cultivada se centrifugd para separar el sobrenadante y el sedimento celular. EI ADN del plasma se purifico del
sedimento celular utilizando Exprep™ Plasmid SV, mini (GeneAll). La insercion del gen de la transferrina sin péptido
de sefializacién se confirmé mediante secuenciacion. El plasmido preparado se denomind en esta invencion
'pcDNAS.1(+)/Tf(B) (SEQ ID. NO: 8)' (Figura 3).

<1-2> Construccion del plasmido de expresiéon G-CSF-Tf

Para eliminar el sitio de la enzima de restriccion BamHI de pcDNA6/G-CSF, el plasmido pcDNA6/G-CSF se traté con
20 unidades de BamHI (Enzynomics), seguido de reaccion a 37 °C durante 3 horas. El plasmido reaccionado (45 ng)
se amplificc por PCR con 10 pmol de un cebador sentido (5'CATGCTAGCTCCACCA
TGGCTGGACCTGCCACCCAG-3,, SEQ ID NO: 15) y un cebador antisentido (5'
CATGGATCCGGGCTGGGCAAGGTGGCG-3', SEQ ID. NO: 16). Como resultado, se prepard un fragmento del gen
G-CSF que tiene un sitio de enzima de restriccion Nhe | y una secuencia de Kozak en el sitio del extremo 5' y un sitio
de enzima de restriccion BamHI en el extremo 3'. 1 pug del fragmento de gen de G-CSF preparado y 365 ng de
plasmido pcDNA3.1(+)/Tf(B) se hicieron reaccionar con 10 unidades de enzima de restricciéon Nhel y 20 unidades de
enzima de restriccion BamHI respectivamente a 37 °C para 4 horas Se realiz6 la electroforesis de ADN en gel de
agarosa (0,5x TAE, 1 % de agarosa). Para construir pcDNA3.1(+)/G-CSF-Tf, el pcDNA3.1(+)/Tf(B) plasmido
purificado y el fragmento del gen G-CSF se mezclaron a la relacién molar de 1:3, que reaccioné con 350 U de ADN
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ligasa T4 a 25 °C durante 1 hora. A continuacién, se transfectdé E. coli DH5a con el producto de reaccién. Se
seleccionaron colonias que mostraban resistencia contra la ampicilina. Se realizé una PCR de colonias para
confirmar la construccion del plasmido pcDNA3.1(+)/G-CSF-Tf. Particularmente, las colonias seleccionadas de E.
coli DH5a transfectadas se amplificaron por PCR de colonias con 10 pmol del cebador en sentido (5'-
TAATACGACTCACTATAGGG-3', SEQ ID. NO: 17) y el cebador antisentido (5-
AATAGAAAGTCTGTGGGTCCTCCTCCTCC)-3', SEQ ID NO: 18). El tamafio del producto amplificado se confirmé
en gel de agarosa (0,5X TAE, agarosa al 1 %). La colonia confirmada se inoculé en un medio liquido LB (50 mg de
triptén, 25 mg de extracto de levadura y 50 mg de cloruro de sodio por 5 ml) que contenian ampicilina (100 ug/ml),
seguido de un cultivo durante 15 horas. pcDNA3.1(+)/G-CSF-Tf se extrajo utilizando un kit de extraccién de
plasmidos. La construccion exitosa de pcDNA3.1(+)/G-CSF-Tf se confirmé mediante secuenciacion.

<1-3> Construccion del plasmido de expresién G-CSF(T116C) y G-CSF(T116C)-Tf

Se mezclaron 10 pmol del cebador en sentido (5'-GCCGACTTTGCCACCTGCATCTGGCAGCAGAT-3', SEQ. ID.
NO: 19) y el cebador antisentido (5-ATCTGCTGCCAGATGCAGGGGGCAAAGTCGGC-3', SEQ ID NO: 20
pET21a(+)/G-CSF, seguido de PCR. La mutagénesis dirigida al sitio se realizé de la misma manera que se describe
en el Ejemplo <1-1> para construir G-CSF (T116C). El plasmido resultante se denominé en esta invencion
'PET21a(+)/G-CSF (T116C)".

El tamafo de pET21a(+)/G-CSF(T116C) se confirmé mediante electroforesis de ADN en gel de agarosa (0,5X TAE,
agarosa al 1 %). El area objetivo del gel de agarosa se cort6 y el ADN se purifico utilizando un kit de purificaciéon de
gel (Cosmogenetech). E. coli DH10B se transfecté con el pET21a(+)/G-CSF purificado (T116C). Se seleccionaron
colonias que mostraban resistencia contra la ampicilina. La colonia seleccionada se inoculé en un medio liquido LB
(50 mg de tripton, 25 mg de extracto de levadura y 50 mg de cloruro de sodio por 5 ml) que contenian ampicilina
(100 pg/ml), seguido de un cultivo durante 15 horas. Se extrajo pET21a(+)/G-CSF(T116C) usando un kit de
extraccion de plasmido. Se realizd la secuenciacion y, como resultado, se confirmé la sustitucion exitosa de la
secuencia de nucleotidos.

En primer lugar, el cebador en sentido (5-GCCGACTTTGCCACCTGCATCTGGCAGCAGAT-3', SEQ. ID. NO: 19) y
el cebador antisentido (5-ATCTGCTGCCAGATGCAGGGGGCAAAGTCGGC-3', SEQ ID: 20) se disolvieron
respectivamente a la concentracion de 10 pmol/pf. Se tomaron 10 pmol de cada cebador para la PCR con 100 ng
del gen G-CSF (100 ng) insertado en pcDNAG. La mutagénesis dirigida al sitio se realizé de la misma manera que se
describe en el Ejemplo <1-1> para obtener el gen G-CSF(T116C). El plasmido obtenido se nombro en esta invencion
'pcDNAB/G-CSF(T116C).

El tamafo de pcDNA6/G-CSF(T116C) se confirm6 mediante electroforesis de ADN en gel de agarosa (0,5X TAE,
agarosa al 1 %). El area objetivo del gel de agarosa se cortd y el ADN se purificé utilizando un kit de purificacion de
gel (Cosmogenetech). E. coli DH10B se transfectd con el pcDNAG6/G-CSF purificado (T116C). Se seleccionaron
colonias que mostraban resistencia contra la ampicilina. La colonia seleccionada se inoculé en un medio liquido LB
(50 mg de tripton, 25 mg de extracto de levadura y 50 mg de cloruro de sodio por 5 ml) que contenian ampicilina
(100 pg/ml), seguido de un cultivo durante 15 horas. Se extrajo el pcDNA6/G-CSF(T116C) utilizando un kit de
extraccion de plasmidos. Se realizd la secuenciacion y, como resultado, se confirmé la sustitucion exitosa de la
secuencia de nucledtidos. Para eliminar el sitio de la enzima de restriccion BamHI de pcDNA6/G-CSF(T116C), se
traté 1 pg de plasmido de pcDNA6/G-CSF(T116C) con 20 unidades de BamHI (Enzynomics), seguido de reaccion a
37 °C durante 3 horas. El plasmido reaccionado (45 ng) se amplificd por PCR con 10 pmol de un cebador sentido (5'-
CATGCTAGCTCCACCA TGGCTGGACCTGCCACCCAG-3', SEQ ID NO: 15) y un cebador antisentido (5-
CATGGATCCGGGCTGGGCAAGGTGGCG-3', SEQ ID NO: 16). Como resultado, se preparé un fragmento de ADN
G-CSF(T116C) que tiene un sitio de enzima de restriccion Nhe | y una secuencia de Kozak en el sitio del extremo 5'
y un sitio de enzima de restriccion BamHI en el extremo 3'. 1 ug del fragmento de ADN de G-CSF(T116C) preparado
y 365 ng de plasmido pcDNA3.1(+)/Tf(B) se hicieron reaccionar con 10 unidades de enzima de restriccion Nhel y 20
unidades de enzima de restriccion BamHI respectivamente a 37 °C durante 4 horas. Se realizo la electroforesis de
ADN en gel de agarosa (0,5x TAE, 1 % de agarosa), seguida de purificacion utilizando un kit de extraccion en gel.
Para construir pcDNA3.1(+)/G-CSF(T116C)-Tf, el plasmido pcDNA3.1(+)/Tf(B) purificado y el fragmento de ADN G-
CSF(T116C) se mezclaron en la relacién molar de 1:3, que se hizo reaccionar con 350 U de ADN ligasa T4 a 25 °C
durante 1 hora. A continuacion, se transfecté E. coli DH5a con el producto de reaccion. Se seleccionaron colonias
que mostraban resistencia contra la ampicilina. Se realizé6 una PCR de colonias para confirmar la construccion del
plasmido pcDNA3.1(+)/G-CSF(T116C)-Tf. Particularmente, las colonias seleccionadas de E. coli DH5a transfectadas
se amplificaron por PCR de colonias con 10 pmol del cebador en sentido (5-TAATACGACTCACTATAGGG-3', SEQ
ID NO: 17) y el cebador antisentido (5-AATAGAAAGTCTGTGGGTCCTCCTCCTCC)-3', SEQ ID NO: 18). El tamafio
del producto amplificado se confirm6 en gel de agarosa (0,5X TAE, agarosa al 1 %). La colonia confirmada se
inoculd en un medio liquido LB (50 mg de tripton, 25 mg de extracto de levadura y 50 mg de cloruro de sodio por 5
ml) que contenian ampicilina (100 pg/ml), seguido de un cultivo durante 15 horas. Se extrajo pcDNA3.1(+)/G-
CSF(T116C)-Tf utilizando un kit de extraccion de plasmidos. La construccion exitosa de pcDNA3.1(+)/G-
CSF(T116C)-Tf (SEQ ID NO: 21) se confirmé mediante secuenciacion.

Ejemplo 2: Expresion de proteinas a través de transfeccion transitoria
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<2-1> Expresion de G-CSF(T116C)

Se inocul6 1 pf de plasmido pET21a(+)/G-CSF(T116C) en 20 uf de Rosetta2 (DE3), la cepa de expresion, seguido
de reaccién a 42°C durante 90 segundos para la transfeccion. La cepa de expresion transfectada se extendio sobre
una placa LB que contenia ampicilina (50 pg/ml), seguido de cultivo a 37°C durante 15 horas para obtener colonias.
Las colonias se inocularon en 100 ml de medio LB que contenia ampicilina (50 pug/ml) y cloranfenicol (25 pg/ml),
seguido de cultivo a 37°C durante 15 horas. Se inocularon 20 ml de la cepa cultivada en 1 L de medio LB que
contenia ampicilina (50 pg/ml) y cloranfenicol (25 pg/ml), seguido de cultivo con agitacién a 37 °C durante 4 horas
hasta que la ODgg alcanzé 0,8. Se afiadié 1 mM de IPTG, seguido de agitacion del cultivo a 37°C durante 4 horas.
La centrifugacion se realizd a 6000 rpm durante 15 minutos para separar el sobrenadante y el precipitado
respectivamente. La expresion de la proteina como un cuerpo de inclusion se confirmé mediante SDS-PAGE.<2-2>
Expresion de G-CSF(T116C)-Tf

Las proteinas utilizadas en esta invencion se expresaron mediante secrecion extracelular utilizando Expi293F™
(Gibco), la linea celular de cancer de rifion embrionario humano modificada para el cultivo en suspension. Las
células Expi293F™ incluidas en el kit del sistema de expresion Expi293F™ (Gibco) se descongelaron primero, se
inocularon en un matraz esterilizado de 125 ml (Thermo) que contenia 30 ml de medio sin suero para el cultivo de
células animales (Gibco), seguido de un cultivo con agitacion 125 rpm en una incubadora a 37 °C con 5 % de COa.

La densidad de la linea celular Expi293F™ se mantuvo en 3~5x10° células/ml. El subcultivo se realiz6 cada 3~4
dias. Una vez estabilizadas, las células se inocularon en medio sin suero a la densidad de 2x108 células/ml para la
transfeccion, seguido de agitacion del cultivo durante 24 horas. Justo antes de la transfeccion, la densidad celular se
ajustd a 2x10°® células/ml y la tasa de supervivencia celular se confirmé al menos el 90 % antes del siguiente
experimento.

Se prepararon 22,5 ug de ADN del plasma de G-CSF-Tf y G-CSF(T116C)-Tf y se diluyeron en Opti-MEM (Gibco).
También se diluyeron 45 pl de reactivo 45 de ExpiFectamine™ 293 en Opti-MEM®, que se mantuvo a temperatura
ambiente durante 5 minutos. El plasmido y la mezcla de reactivos ExpiFectamine™ 293 se mezclaron bien, y se
mantuvieron a temperatura ambiente durante 20 minutos. Luego, la mezcla se distribuyé uniformemente a las
células. 16~18 horas después de la transfeccion, ExpiFectamine™ 293 Transfeccion Enhancers 1 y 2 (Gibco) se
afadieron a la misma con el fin de aumentar la expresiéon de la proteina, seguido de cultivo adicional durante 32
horas bajo la misma condicién cultivo con agitacion anteriormente. El fluido de cultivo celular obtenido se centrifugd
a 2000 x g durante 10 minutos y, como resultado, se obtuvo el sobrenadante.

Para confirmar la expresion de la proteina, el sobrenadante se mezclé con un colorante de carga 5x (Biosesang),
que se hirvio a 95 °C durante 20 minutos. La mezcla se cargé en 10 % SDS-PAGE, seguido por electroforesis a 160
V durante 1 hora. Una vez completada la electroforesis, la proteina en el gel se transfiri6 a la membrana de
transferencia de inmobilon-P PVDF (Millipore). La membrana se hizo reaccionar en leche desnatada al 5 % a
temperatura ambiente durante 1 hora. Después de lavar la membrana con el regulador de lavado (regulador fosfato
que contiene Tween 20 al 0,05 %), se le afiadié un anticuerpo transferrina (2000x, Santa Cruz), seguido de reaccion
a temperatura ambiente durante 2 horas. Después de lavar la membrana con regulador de lavado nuevamente, se
agregd un anticuerpo conjugado con perdxidos de rabano picante (10000x, Santa Cruz), seguido de reaccion a
temperatura ambiente durante 1 hora. Una vez completada la reaccién antigeno-anticuerpo, la membrana se lavo
con regulador de lavado y se indujo el desarrollo del color mediante el uso del sustrato quimioluminiscente
SuperSignal® West Pico (Thermo). El peso molecular de G-CSF-Tf y G-CSF(T116C)-Tf fue de 105,7 kDa, lo que
sugiere que la proteina se expres6 normalmente (Figura 5).

Ejemplo 3: Purificacion de proteinas

<3-1> Purificacién de G-CSF(T116C)

Para purificar el cuerpo de inclusion, las células se disolvieron en un regulador de lisis (Tris-Cl 50 mM (pH 8.0),
EDTA 2 mM, PMSF 1 mM), seguido de lisis celular utilizando un ultrasonicador (tiempo de lisis: 5 minutos,
ultrasonicacion: 30 segundos, reposo: 40 segundos). La centrifugacion se realizé a 10.000 rpm durante 30 minutos a
4 °C para eliminar el sobrenadante. Luego, el precipitado se disolvié en un regulador de lavado (Tris-Cl 50 mM, pH
8,0, EDTA 2 mM, Triptén al 0,3 %) y se sometid a lisis utilizando un ultrasonicador (tiempo de lisis: 5 minutos,
ultrasonicacion: 30 segundos, en espera: 40 segundos). La centrifugacion se realizé de nuevo a 10.000 rpm durante
30 minutos a 4 °C para eliminar el sobrenadante. El precipitado se disolvid en un regulador de lavado (Tris-Cl 50
mM, pH 8,0, EDTA 2 mM, NaCl 1 M) y se someti6 a lisis utilizando un ultrasonicador (tiempo de lisis: 5 minutos,
ultrasonicacion: 30 segundos, en espera: 40 segundos). La centrifugacion se realizé de nuevo a 10.000 rpm durante
30 minutos a 4 °C para eliminar el sobrenadante. El cuerpo de inclusion lavado se disolvid en un regulador de
solubilizacion (urea 8 M, Tris-Cl 50 mM, pH 8,0). Se cargaron 10 ml de la muestra de proteina disuelta en un tubo de
dialisis, que se dejoé en 2 L de un regulador de dialisis (Tris-Cl 50 mM, pH 8,0, Tween20 al 0,1 %) a 4 °C durante 16
horas para el replegamiento. Se cargd acido acético 2 M en la muestra de reaccion y se ajusto el pH a 4,5, seguido
de centrifugacién a 10.000 rpm durante 30 minutos a 4°C. La columna de desalinizacion (17-5087-05) conectada a
Hiprep 26/10 AKTA Pprime mas FPLC se llené con un regulador de desalinizaciéon (acetato de Na 25 mM, pH 4,5,
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sacarosa al 5 %, Tween20 al 0,004 %). Luego, se realizd el intercambio de regulador pasando el sobrenadante
separado por centrifugacion a través de la columna anterior.

<3-2> Cuantificacién de G-CSF(T116C)

El G-CSF(T116C) purificado se cuantificd usando tinciéon con plata. La curva de cuantificacion estandar se obtuvo
utilizando Grasin (menos de 30 ng/pozo SDS-PAGE), el material estandar de G-CSF. La cantidad desconocida de
cada muestra se comparé con la curva de cuantificacion estandar para cuantificar la proteina.

<3-3> Cuantificacién de G-CSF(T116C)-Tf

Se dializaron 30 ml del sobrenadante que contenia G-CSF-Tf o G-CSF(T116C)-Tf en 4 L de regulador de fosfato de
potasio 20 mM (pH 7,5), seguido de un intercambio de regulador. La columna DEAE Affi-gel Blue se llené con G-
CSF-Tf o G-CSF(T116C)-Tf incluido en el regulador de fosfato de potasio a una velocidad de flujo de 0,5 ml/min.
Luego, se vertio fosfato de potasio 72 mM a través de un gradiente escalonado y, por lo tanto, las proteinas
absorbidas en la resina se separaron de otras proteinas incluidas en el fluido de cultivo (Figura 6).

<3-4> Preparacion de la forma fundida de hierro (Fe3*)

La preparacion de la forma holo de G-CSF(T116C)-Tf se basé en [Zhang et al. BMC Biotechnology 2012, 12:92]. El
G-CSF-Tf o G-CSF(T116C)-Tf purificados se traté con el citrato de amonio férrico equivalente, seguido de la
reaccion a 37 °C durante 2 horas. La mezcla se dializd en 2 L de soluciéon salina tamponada con fosfato a 4°C
durante 15 horas, durante las cuales se intercambio6 el regulador. La muestra se concentré 10 veces utilizando un
concentrador (Millipore) (Figura 7).

<3-5> Cuantificacién de proteinas

La proteina purificada se cuantificé por inmunotransferencia Western usando un anticuerpo de transferrina. La
transferrina medida se carg6 en SDS-PAGE al 10 % a las concentraciones de 15 ng, 20 ng, 25 ng y 30 ng por pozo.
Otra proteina purificada cuya concentracion no se determind se cargé en otro pozo, seguido de electroforesis. Se
realizé una inmunotransferencia Western para cuantificar las muestras de proteina comparando la proteina
purificada con la curva estandar de transferrina.

Ejemplo 4: Investigacion de la fuerza de union con el receptor de transferrina

Una vez que la transferrina se une al receptor de la transferrina expresado en la superficie celular, ingresa a la célula
a través de la endocitosis. Después de liberar el hierro, el complejo receptor-transferrina se mueve de nuevo a la
superficie celular y luego se secreta en la sangre. La transferrina repite el proceso anterior, es decir, el metabolismo
de reciclaje in vivo, mediante el cual suministra el hierro y evita que se descomponga en el lisosoma intracelular, lo
que resulta en el aumento de la semivida. Si una proteina diana que tiene una semivida corta se conjuga con la
transferrina, la proteina experimenta la accion del metabolismo de reciclaje in vivo de la transferrina junto con la
transferrina. Como resultado, la proteina diana también puede evitar su descomposicién in vivo. Por lo tanto, la
proteina de fusiéon en la que el G-CSF esta conjugado con la transferrina debe mantener la fuerza de unién al
receptor de la transferrina para evitar la degradacion in vivo.

Para investigar la fuerza de uniéon de las proteinas de la invencion al receptor de transferrina de superficie
extracelular (TfR), se utilizo la linea celular de carcinoma hepatocelular humano HepG2 que demuestra una alta
expresion de TfR en la superficie celular para el siguiente experimento. Las células HepG2 se inocularon en una
placa de 96 pozos a la densidad de 5x10° células/pozo, seguido de cultivo durante 24 horas. Las células HepG2
unidas a la placa se lavaron con regulador fosfato, al que se afiadi® DMEM sin suero (HyClone) suplementado con 1
mg/ml de BSA (albumina de suero bovino). La mezcla permanecié en una incubadora a 37 °C con 5 % de CO;
durante 30 minutos para eliminar la transferrina enddgena de las células. Las células se lavaron con regulador
fosfato de nuevo y luego se agregaron la muestra de prueba y la transferrina humana Fluor® 647 (Life Technologies)
marcada con fluorescencia al DMEM sin suero complementado con 1 mg/ml de BSA en las concentraciones de 133
nMy 5 pg/ml respectivamente. La mezcla anterior se traté con las células HepG2 preparadas anteriormente, que se
mantuvieron en una incubadora a 37 °C con 5 % de CO; durante 30 minutos. La muestra de proteina restante en el
medio se lavé con regulador de fosfato frio. El receptor de transferrina conjugado de fluorescencia-transferrina se
cuantificé por fluorometria. Para la fluorometria, se proporcion6 una fuente de luz a 650 nm y se midio la intensidad
de fluorescencia a 668 nm.

La fuerza de union al receptor de transferrina de la forma holo de G-CSF(T116C)-Tf preparada en el Ejemplo <3-4>
se muestra en la Figura 8. Como resultado, como se muestra en la Figura 8, la fuerza de unién del receptor de
transferrina de la proteina de fusién G-CSF-Tf o G-CSF(T116C)-Tf fue similar a la de la holo-transferrina humana
natural (SIGMA). Este resultado sugiere que la proteina de fusion G-CSF-Tf o G-CSF(T116C)-Tf puede tener una
semivida mayor al experimentar el reciclado in vivo debido a la conjugacion con el receptor de transferrina, como la
transferrina humana.

Ejemplo 5: Actividad biologica de la proteina mutante G-CSF
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Para medir la actividad biolégica de la proteina mutante G-CSF-Tf purificada, se midid la proliferacion de células HL-
60 diferenciadas por DMSO al 1,25 %.

<5-1> Preparacion y tratamiento de la linea celular HL-60 derivada de la médula ésea humana

La linea celular derivada de médula 6sea humana HL-60 utilizada en esta divulgacion fue distribuida por la Korean
Collection for Type Culture (KCTC), Korea Research Institute of Bioscience and Biotechnology (KRIBB). La linea
celular se cultivd en RPMI-1640 que contenia FBS al 10 % en un incubador a 37 °C y 5 % de CO.. El medio se
reemplazé por uno nuevo cada 2~3 dias. Las células no dependian del anclaje. Los reactivos para el cultivo celular
se adquirieron de HyClone.

<5-2> Actividad de proliferacion celular de la proteina mutante G-CSF

Se conto el nimero de células y se ajusto la densidad para que fuera de 2 x 10° células/ml. Las células se trataron
con el inductor de diferenciacion DMSO (dimetilsulféxido, grado de cultivo, SIGMA) a la concentracion final de 1,25
% (v/v), seguido de cultivo durante 3 dias para inducir la diferenciacion en granulocitos. Antes de agregar la muestra
de prueba, las células se recolectaron mediante centrifugacion y se lavaron con regulador fosfato (D-PBS). Las
células se distribuyeron en una placa de 96 pozos (Corning), 100 pL por cada pozo, a la densidad de 4 x10*
células/pozo.

Los controles G-CSF humano PEGilado (GenScript) y G-CSF natural (GenScript), y las muestras de prueba G-CSF-
Tf, G-CSF(T116C)-Tf y G-CSF(T116C) se diluyeron en regulador desalador (fosfato sédico 5 mM, sacarosa al 5 %,
Tween-20 al 0,004 %), que se agregaron a cada pozo que contenia células HL-60 diferenciadas, seguido de cultivo
en una incubadora a 37 °C y CO; al 5 % durante 72 horas. Las concentraciones finales de cada muestra fueron 300,
200, 100, 30, 15, 3, 0,3 y 0,03 ng/ml.

Para investigar el nivel de proliferacion celular mediante la administracion de las muestras de prueba, se agregaron
15 pL de solucion CellTiter96™ (Promega) a cada pozo, seguido de cultivo durante 4 horas. Se afadieron 100 pl de
solucion de solubilizacién/parada a cada pozo para terminar la reaccion. La ODs7o de cada pozo se midié con un
lector ELISA (TECAN). Se conto y analizé el aumento del nimero de células. La actividad de proliferacion celular de
esas muestras de prueba se presentdé como la concentracion equivalente a la de G-CSF.

La actividad de proliferacion celular de G-CSF, PEG.G-CSF, G-CSF(T116C), G-CSF-Tf y G-CSF(T116C)-Tf se
muestra en la Figura 9. Como se muestra en la Figura 9, la actividad de proliferacion celular de G-CSF(T116C) fue
menor que la del G-CSF natural, pero fue similar a la del G-CSF PEGilado. Mientras tanto, la actividad de
proliferacion celular de la proteina de fusion G-CSF(T116C)-Tf en la que la transferrina se fusiona con una proteina
mutante G-CSF(T116C) aumentd significativamente, en comparacion con la de G-CSF(T116C) y también fue
superior a la del G-CSF PEGilado. Por lo tanto, dado que el G-CSF(T116C)-Tf muestra una mayor actividad de
proliferacion celular que la del G-CSF PEGilado comercial, se espera que sea un candidato prometedor como
agente para el tratamiento, en particular utilizando G-CSF.

Ejemplo 6: Resistencia a las proteasas sanguineas

Para medir la resistencia contra las proteasas sanguineas de la proteina mutante G-CSF(T116C) de la presente
invencion, se hizo reaccionar la proteina con suero humano y luego se midi6 la cantidad de G-CSF restante en el
suero durante un tiempo designado.

<6-1> Reaccion de G-CSF con suero humano

Se investigd si la estabilidad de la proteina mutante de G-CSF de la presente invencion estaba asociada
estrechamente con la resistencia contra la proteasa de la sangre. En particular, el suero humano (SIGMA) se
inactivd a 56 °C durante 30 minutos. Se afadieron 2,8 ug/ml de la muestra de proteina a la relacion de 24:1 (v/v),
seguido de reaccion a 37°C. Las horas de reaccion fueron 0, 3, 6, 9, 12, 15 y 18 horas. La mezcla completa de
inhibidores de la proteasa (Roche) se traté en la muestra a cada hora designada, que luego se almacené a -70 °C al
finalizar la reaccion.

<6-2> Medicién de G-CSF residual

Después de descongelar la muestra, la cantidad de G-CSF restante después de la reaccién con suero humano se
cuantific6 mediante un ELISA de sandwich (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas). Se prepard la curva de
calibracion de la absorbancia segun la concentracion de proteina a la soluciéon estandar y se realizé un analisis de
regresion para determinar el contenido de proteina G-CSF en la solucion de prueba.

Se preparé la placa de microtitulacion de alta union a proteinas (Corning) recubierta con un anticuerpo policlonal de
conejo anti-G-CSF (KOMA BIOTECH) a la concentracion de aproximadamente 2 pg/ml. Se utilizd regulador de
fosfato 1X que contenia sal de sodio de caseina al 1 % como regulador de blogueo. La solucion estandar y la
solucién de prueba se mezclaron con un regulador (regulador de bloqueo diluido 10x). La muestra de proteina y los
regentes se distribuyeron en 100 pl por cada pozo. La placa se traté con un regulador de lavado (1X PBS, Tween-20
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al 0,05 %) tres veces (300 pl/pozo) para lavar las muestras no reaccionadas. La muestra de proteina y el anticuerpo
de deteccion (anticuerpo policlonal de conejo anti-G-CSF, KOMA BIOTECH) se trataron por etapas a temperatura
ambiente durante aproximadamente 2 horas, seguido de reaccion con estreptavidina-peroxidasa de rabano picante
(Pierce) a 37 °C durante 30 minutos. Se trat6 TMB (3,3',5,5-tetrametilbencidina, Pierce), que se mantuvo a
temperatura ambiente durante aproximadamente 7~10 minutos y luego se termind el desarrollo de color con acido
sulfurico 2M. Luego, se midio la OD4sp con un lector de microplacas (TECAN).

La absorbancia se convirti6 en concentracion basada en la curva de calibracion de la concentracion de proteina-
absorbancia en la solucién estandar. La curva estandar se realizé utilizando el programa Excel. Se calculo la
diferencia entre el valor medio de la absorbancia correspondiente a cada soluciéon estandar de G-CSF y el valor de
absorbancia del pozo tratado con el regulador solo. Para la determinacion de la concentracion de la solucion de
prueba, solo cuando el valor de absorbancia de cada muestra estaba en el rango de la curva de calibracion de la
solucién estandar, se tomo6 como valida. El criterio de valor absoluto (|R|) calculado mediante el uso del coeficiente
de correlacion (R?) como raiz (V) se establecié en al menos 0,98. La cantidad de la proteina G-CSF restante ( % G-
CSF) se expreso6 considerando la concentracion de G-CSF (pg/ml) en el punto de tiempo de reaccion de 0 h como
100 %.

La cantidad ( %) de G-CSF restante y G-CSF(T116C) por periodo de tiempo se muestra en la Figura 10. El
porcentaje de G-CSF(T116C) restante fue aproximadamente un 30 % mas alto que el del G-CSF natural desde las
15 horas después de que la reaccién comenzé. Se confirmé que el enlace disulfuro entre Cys116 y Cys17 fue util
para el aumento de la resistencia de la proteina contra la proteasa de la sangre.

Ejemplo 7: Medicion de la semivida in vivo de proteinas mutantes de G-CSF

Para investigar la semivida in vivo de la proteina mutante G-CSF y la proteina de fusion transferrina de la invencion,
las proteinas se administraron a ratones y luego se midio el nivel de G-CSF en el suero de rata. La mencionada
‘semivida in vivo' indica la ‘semivida de la proteina en suero’. Es decir, el momento en que el nivel de proteina G-
CSF se redujo a 50 % en la concentracion inicial durante su circulacion en suero se expres6 numéricamente. El
calculo farmacocinético se realizé utilizando Pksolver v2.0.

<7-1> Prueba en animales de la proteina mutante G-CSF

Se realizé una prueba en animales para determinar la duracidon de la proteina mutante CSF de la invencion y su
proteina de fusién en el cuerpo. Qu-BEST Consulting Co., Ltd. Realizé todos los procedimientos, como la compra,
reproduccion, administracion y recoleccion de sangre de los animales de prueba.

Para los animales de prueba, se compraron ratones macho ICR y SPF de 6 semanas de edad de Samtako. Los
ratones fueron inspeccionados y adaptados durante al menos 6 dias. En el tltimo dia del periodo de adaptacion, se
midio el peso individual. En funcion del peso corporal, se seleccionaron animales sanos sin aumento de peso y
sintomas generales y se organizaron de forma aleatoria para que el peso medio de cada grupo fuera lo mas
equitativo posible (35~45 g por animal). A cada grupo experimental se le asignaron 6 animales.

El dia de la administracion de la muestra de prueba, se calcul6 una dosis unitaria para cada animal (5 ml/kg) en
funcién del peso corporal medido inmediatamente antes de la administracion. La proteina mutante G-CSF (20 ug/kg)
o la proteina de fusion transferrina mutante G-CSF (100 pg/kg) se inyectaron lentamente en el Bolus Intravenoso
utilizando una jeringa desechable (1 ml, aguja 26G). El dia de la administracion se defini6 como el dia 1 de la
prueba.

Después de la inyeccion, se extrajo sangre de los animales mediante una recogida orbital en el punto de tiempo de
0,25, 0,5, 1, 3, 6, 12, 24, 48 y 72 horas, respectivamente. La muestra de sangre se centrifugd a 10.000~13.000 rpm
durante 1~2 minutos para separar el plasma. El plasma separado se cargé en un tubo (aproximadamente 50
pL/tubo) con una etiqueta que contiene la informacion del tipo de prueba, el nimero de animal y el tiempo de
muestreo. El tubo se almacend en un congelador profundo (aproximadamente -70 °C) hasta el dia del analisis.

<7-2> Farmacocinética de ratén de proteinas mutantes de G-CSF

La cantidad de G-CSF activo en plasma se determin6 mediante ELISA después de descongelar la muestra en hielo.
La cuantificacién de G-CSF en plasma mediante ELISA se realizé utilizando el kit ELISA de G-CSF humano, rosado-
ONE (Koma Biotech.) de acuerdo con el manual del reactivo. Se preparo la curva de calibracion de la absorbancia
segun la concentracion de proteina a la solucion estandar y se determiné el contenido de mutantes de G-CSF en la
solucién de prueba mediante analisis de regresion.

El analisis farmacocinético no compartimental se realizé a partir del perfil de concentracion media en el tiempo de
cada compuesto de prueba mediante la aplicacién de la entrada de analisis de no compartimiento Bolus IV al
programa Pksolver v2.0. Los parametros farmacocinéticos evaltan la semivida terminal (t12).

La semivida de las proteinas en plasma se muestra en la Figura 11. Como se muestra en la Figura 11, la proteina
mutante G-CSF(T116C) mostré una semivida en sangre similar a la del G-CSF humano natural. Este es el resultado
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de una tasa de filtracion similar en el rifidn, ya que la proteina mutante G-CSF(T116C) tiene un radio de proteina
similar al G-CSF. La proteina G-CSF-Tf mostré una semivida en la sangre mejorada en comparacion con el G-CSF.
Esto se debe a que la fusion de la transferrina a la proteina G-CSF produce un aumento significativo en el radio de la
proteina, lo que resulta en una tasa de filtracion renal significativamente mas baja. La proteina de fusién G-
CSF(T116C)-Tf en la que se fusion6 G-CSF(T116C) con transferrina mostré una semivida mas prolongada que la de
G-CSF-Tf, pero mostré una semivida similar a la de G-CSF PEGilado. Por lo tanto, se sugirié6 que cuando la proteina
mutante G-CSF(T116C) que tenia la resistencia incrementada contra la proteasa de la sangre se fusionaba con la
transferrina, la tasa de filtracion renal disminuia y la estabilidad de la sangre mejoraba, dando como resultado la
maximizacion de la semivida sanguinea in vivo (Figura 11).

Ejemplo 8: Farmacodinamica de proteinas mutantes de G-CSF en ratas leucopenia

Para obtener los indices farmacocinéticos de las proteinas de la presente invencion, se realizé un analisis
hematolégico utilizando un modelo de enfermedad de rata (rata neutropénica). Qu-BEST Consulting Co., Ltd.
Realiz6 todos los procedimientos, tales como la compra, reproduccion, administracion y analisis hematoldgico de los
animales de prueba. Los elementos del analisis hematoldgico incluyen WBC, NEU, RBC, HGB, HCT, MCV, MCH,
MCHC, PLT, y el recuento diferencial de leucocitos, etc.

Se adaptaron ratas SPF Sprague Dawley de 5 semanas de edad durante al menos 5 dias y luego se asignaron al
azar en cuatro grupos. Cada rata estaba en el rango de peso de 350~400 g. Un dia antes de la administracion de la
muestra de ensayo, se administrd por via intraperitoneal ciclofosfamida (90 mg/kg) una vez para inducir leucopenia
(neutropénica). Las ratas SD se administraron por via intravenosa con G-CSF una vez, seguido de pruebas
hematolégicas durante 5 dias. El compuesto de ensayo se diluyé en PBS (solucién salina tamponada con fosfato)
para obtener la concentracion final de 0,004 mg/ml. El dia de la administraciéon de la muestra de prueba, se calculd
una dosis unitaria para cada animal (2 ml/kg) en funciéon del peso corporal medido inmediatamente antes de la
administracion. La muestra de prueba se inyect6 lentamente en el Bolus Intravenoso utilizando una jeringa
desechable (1 ml, aguja 26G). El dia de la administracion se definié como el dia 1 de la prueba.

Antes de la administracion y 6, 12, 24, 48 y 72 horas después de la administracion, se realizé6 una extraccion de
sangre (aproximadamente 200 pf en la vena yugular utilizando una jeringa desechable (1 ml, aguja 26G). La sangre
se almacend en el tubo tratado con un anticoagulante (EDTA al 5 % de sodio) para evitar la coagulacion de la
sangre. Los componentes en la sangre se analizaron con un analizador automatico de sangre en un estado
refrigerado dentro de las 3 horas. Los resultados se presentan con el valor medio y la desviacion estandar. La
diferencia entre el control y cada grupo experimental se comparé estadisticamente mediante el uso de GraphPad
Prism mediante ANOVA de una via y la prueba de Dunnett.

Los niveles de neutrdfilos dependientes del tiempo después de la administraciéon de G-CSF-Tf y sus proteinas
mutantes se presentaron en la Figura 2. Como se muestra en la Figura 12, a partir de la comparacion de los niveles
de neutrdfilos entre las muestras de prueba, se confirmé que el grupo G-CSF(T116C)-Tf administrado mostré un
recuento de neutrdfilos absoluto mas alto que el de los grupos administrados con G-CSF y G-CSF PEGilado
después de 6 y 12 horas desde la administracion. El recuento absoluto de neutréfilos de G-CSF fue un poco mas
alto que el del control 24 horas después de la administracién, aunque no fue significativo. Mientras tanto, el G-CSF
PEGilado y el G-cSF(T116C)-Tf mostraron el aumento de los niveles de WBC (gldbulos blancos) y de neutrofilos en
ratas con leucopenia inducida por ciclofosfamida hasta 24 horas después de la administracién. La proteina de fusion
G-CSF(T116C)-Tf se hizo circular in vivo utilizando transferrina como mediador, durante el cual la actividad in vivo se
mantuvo mas tiempo que el G-CSF y fue tan alta como la del G-CSF PEGilado. Por otro lado, los parametros
farmacocinéticos (Cmax y AUCO-t) de la proteina de fusion fueron mas altos que los del G-CSF, como se muestra en
la Figura 9. Esto parece ser porque la proliferacion de células precursoras neutrofilas fue mayor en la proteina que
en G-CSF PEGilado en el mismo periodo de tiempo (Figura 12).

Aplicabilidad industrial

El material inducido en esta invencién exhibe una actividad bioldgica similar al G-CSF que se ha usado clinicamente,
de modo que el material de la presente invencion se puede usar para el tratamiento de la enfermedad isquémica o
como un adyuvante anticancer para la prevencion de complicaciones infecciosas causada por la neutropenia como
resultado de la quimioterapia o la radioterapia para el tratamiento del cancer debido a su actividad de estimulacién
de granulopoyesis de neutrofilos.
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cagtatgagc tgctttgcct ggacaagacc cggaagceqg tagatgaata caaggactgce 780
cacttggcee aggtcectte tcatacegtc gtggcccgaa gtatgggogg caaggaggac 840
ttgatctggyg agcttctcaa ccaggeccag gaacattttyg gecaaagacaa atcaaaagaa 900
ttccaactat ;cagctctcc tcatgggaag gacctgcetgt ttaaggactc tgcccacgygg 9690
tttttagaag tcecccecag gatggatgec aagatgtacce tgggetatga gtatgtcact 1020
gécatccgga atctacggga aggcacatgc écagaagccc caacagatga atgcaagcct 1080
gtgaagtggt gtgegctgayg c¢caccacygayg aggctcaagt gtgatgagtyg gagtgttaac 1140
agtgtaggga aaatagagtg tgtatcagca gagaccaccyg aag#ctgcat cgccaagatc 1200
atgaatggag aagctgatgc catgagcttg gatggagggt ttgtctacat agcgggcaag 1260
tgtggtctgg tgcctgtctt ggcagaaaac tacaataaga gcgétaattg tgaggataca 1320
ccagaggcag ggtattttge tgtagcagtyg gtgaagaaat cagcttcetga cctcacctgg 1380
gacaatctga aaggcaagaa gtoctgecat acggeagttyg gcagaaccge tggctyggaac 1440
atccccatyg gectgetceta caataagatc aaccactgca gatttgatga atttttcagt 1500
gaaggttgtg cccctgggte taagaaagac tccagtcotct gtaagetgtg tatgggcotea 1560
ggcctaaacce tgtgtgaacce caacaac;aa gagggatact acggctacac aggcgettte 1620
%ggtgtctggrttgagaaggg agatgtggceco tttgtgaaac accagactgt cccacagaac 1680
actgggggaa aaaaccctga tccatggget aagaatctga atgaaaaaga ctatgagttg 1740
ctgtgccttg.atggtaccag gaaacctgtg gaggagtatg cgaactgcca cctgyccaga 1800
gccecgaatc acgetgtggt cacacggaaa gataaggaag cttgcgtcoca caagatatta 1860
cgtcaacage agcacctatt tggaagcaac gtaactgact gctcgggecaa cttttgtttg 1920
‘ttccggtcgg aaaccaagga ccttctgttc agagatgaca Cagtatgttt ggccaaactt 1980
catgacagaa acacatétga aaaatactta ggagaagaat atgtcaaggc tgttggtaac 2040
ctgagaaaat gctccacctc atcactoctg gaagecotgeca ctttccgtag accttaa 2097

33



<210>7
<211> 2097
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Vector pcDNA3.1(+)/preTf(B)

<400> 7

atgaggetey
cctgataaaa
ttcegegace
aaagcctect
ctggatgcag
gcagagttct
aagaaggata
ctaggcaggt
ccacgtaaac
gcggatggga
cttaaccaat

gtggcctttg

cecgtgggage
ctgtgagatg
ataﬁgaaaag
accttgattg
gtttggtgta
atgggtcaaa
gtggcttcca
ccgetgggtg
cteottgagaa
cggacttcce
acttcggcta

tcaagcactc

cetgetggte
gtgtgcagtyg
cgtcatteca
catcagggcce
tgatgcttac
agaggaccca
gatgaaccag
gaacatccec
agcagtggce
ccagctgtbgt
ctcaggagcec

gactatattt

ES 2735899 T3

tgcgeegtec

toggageatyg

‘tcegatggte

attgcggcaa
ctggctccea
cagactttcﬁ
cttcocgaggea
ataggcttac
aatttcttct
éaactgtgtc
ttcaagtgtc

gagaacttgg

34

tggggetgtyg

aggccactaa

ccagtgttge

acgaagegyga |

ataacctgaa

attatgctgt

agaagtcctg

tttactgtga

cgggcagctg

cagggtgtgg

tgaaggatgg

caaacaaggc

tctggetgte
gtgccagagt
ttgtgtgaay
tgetgtgaca
gcctétggtg
tgctgtggty
ccacacgggt
cttacctgag
tgccccecttgt
ctgcteecacce
tgctggggat

tgacagggac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
650

720



cagtatgagc

racttggcce

ttgatctggg

ttccaactat
tttttaaaag
gccatcogga
gtgaagtggt
agtgtaggga
atgaatggag
tgtggtctgg
ccagaggceayg
gacaatctga
atccecatgg
gaaggttgtg
ggcctaaacc
aggtgtctgg
actgggggaa
ctgtygceettg
gcceegaatce

cgtcaacagce

tgetttgeoct
aggtccctte
agcttctcaa
tcagctctcc
tccceoceccag
atctacggga
gtgcgctgag
aaatagagtg
aagctgatgc
tgoctgtott
ggtattttgc
aaggcaagaa
goctgeteta
cceetgggte
tgtgtgaécc
ttgagaaggg
aaaaccctga
atggtaccag
acgctgtggt

agcacctate

ggacaacacc
tcataccgtc
ccaggcccayg
ﬁcatgggaag
gatggatgcc
aggcacatge
ccaccacgag
tgtatcagcea
catgagcttg
ggcagaaaac
tgtagcagtg
gtectygeocat
caataagatc
taagaaagac
caacaacaaa
agatgtggee
tcecatggget
gaaacctgtg
cacacggaaa

tggaagcaac
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cggaageegg
gtggcccgaa
gaacattttg
gacctgctgt
aagatgtace
ccagaagecc
laggctcaagt
gagaccaccg
gatggagggt
tacaataaga
gtgaagaaat
acggcagttg
aaccactgca
tccagtetet
gaggéatact
tttgtgaaac
aagaatctga
gaggagtatg
gataaggaag

gtaactgact

35

tégatgaaté
gtatgggcgg
gcaaagacaa
ttaaggactc
tgggctatga
caacagatga
gtgatgagtg
aagactgeat
ttgtctacat
gcgataattg
cagcttetga
gcagaaccgce
gatttgatga
gtaagctgtg
acggctacac
accagactgt
atgaaaaaga
cgaactgcea
cttgegtcca

gctegggcaa

caaggactgce
caaggaggac
atcaaaagaa
tgcccacggg
gtatgtcact
atgcaagcct
gégtgttaac

cgccaagate

agcgggeaag

tgaggataca

cctecacetgg

tggctggaac
atttttcagt
tatgggctea
aggcgettte
cecacagaac
ctatgagttg
cctggocaga
caagatatta

cttttgtttg

780

840

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920
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ttccggtecgg aaaccaagga ccttcetgttc agagatgaca cagtatgttt ggccaaactt -

catgacagaa acacatatga aaaatactta ggagaagaat atgtcaaggc tgttggtaac

ctgagaaaat gctccacctc atcacteety gaagectgea ctttecgtag accttaa

<210>8
<211> 2040
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Vector pcDNA3.1(+)/Tf(B)

<400> 8

gtccctgata aaactgtgag atggtgtgca

agtttccgeg
aagaaagect
apactggatg
gtggcagagt
gtgaagaagg
ggtctaggca
gagcoecacgta
tgtgcggatg
acecttaacc

gatgtggect

accatatgag
cctaccttga
caggtttggt
tctatgggte
atagtggettc
ggtcegetgg
aacctettga

ggacggactt

aatacttecgg

ttgtcaagca

aagcgtcatt
ttgcatcagg
étatgatgct
aaaagaggac

ccagatgaac

gtggaacatc

gaaagcagty

cccoccagetg

cractcagga

ctcgacta;a

gtgtcggage

ccatccgatg

gccattgegg

tacctggete

ccacagactt

cagcttegag

cccataggct

gccaatttet

tgtcaactgt

gccttcaagt

tttgagaact

36

atgaggccac
gtcecagtgt
caaacgaagc
ccaataacct
tctattatgg
gcaagaagtc
tactttactg
tctegggoag
gtccagggty
gtctgaagga

tggcaaacaa

taagtgecag
tgcttgtgty
ggatgctgtyg
gaagcctgtg
tgttgctgtg
ctgccacacg
tgacttacc;
ctgfgcccct
tggctgctcc
tggtgctggg

ggctgacagg

1980

2040

2097

60

120

180

2490

300

360

420

480

540

600

660



gaccagtatg
tgccacttgg
gacttgatet
gaattccaac
gagtttttaa
actgeccatcec
cctgtgaagt
aécagtgtag
atcatgaatg
aagtgtggtc
acaccagagqg
tgggacaatc
aacatcccca

agtgaaggtt

tcaggcctaa

ttcaggtgte
aacactggay
ttgetgtgeo
agagc;ccga

ttacgtcaac

agctgct?tg
cccaggtccc
gggagcttct
tattcagctce
aagtceccecece
ggaatctacyg
ggtgtgcgct
ggaaaataga
gagaagctga
tggtgectgt

cagggtattt

tgaaaggcaa

tgggcetget
gtgcccctgg

acctgtgtga

tggttgagaa

gaaaaaacce
ttgatggtac
atcacgcetgt

agcageacct
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cetggacaac
ttctcatace
caaccaggcece
teetecatggy
caggatggat
ggaaggcaca
gagccaccac
gtgtgtatca
tgccatgage
cttggcagéa
tgctgtagca
gaagtcctgce
ctacaataag
gtctaagaaa
acccaacaac
gggégatgtg
tgatccatgg
caggaaacet
ggtcacacgg

atttggaagc

acccggaage
gtcgtggece
caggaacatt
aaggacctge
gccaagatgt
tgcccagaag
gagaggctca
gcagagacca
ttggatggag
aactacaata
gtggtgaaga
catacggcag
atcaaccact
gaq;ccagtc
aaagagggat
gectttgtga
gctaagaate
gtggaggagt
aaagataégg

aacgtaactg

37

cggtagatga
gaagtatggg
ttggcaaaga
tgtttaagga
acctgggceta
ccccaacaga
agtgtgatga
ccgaagactyg
ggtttgtcta
agagcgataa
aatcagcttce
ttégcagaac
gcagatttga
tétgtéagct
actacggcta
aacaccagac
tgaatgaaaa
atgcgaacty
aag;ttgcgt

actgctcggg

atacaaggac

cggcaaggag

caaatcaaaa

ctetgoceac

tgagtatgte

tgaatgcaag

gtggagtgtt

catcgocaag

catagcggge

ttgtgaggat

tgaccteacce

cgetggetyg

tgaattttte

gtgtatggge

cacaggeget

tgtcccacag

agactatgag

ccacctggee

ccacaagata

caacttttgt

720

780

840

900

960

1020

1080

1140-

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860
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ttgttceggt cggaaaccaa ggaccttectg ttcagagatg acacagtatg tttggeccaaa
ctteatgaca gaaacacata tgaaaaatac ttaggagaag aafatgtcaa ggctgttggt

aacctgagaa aatgctccac ctcatcacte ctggaagect gecactttecg tagaccttaa

<210>9

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 9
catgctagct ccaccatgag gctcgecgtg ggagcc 36

<210> 10

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 10
agactcgagt taaggtctac ggaaagtgca g 31

<210> 11

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 11
ctatgggtca aaagaggacc cacagacttt ctatt 35

<210> 12

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 12
aatagaaagt ctgtgggtcc tcttttgacc catag 35

<210>13

<211>19

<212> PRT

<213>Péptido de sefalizacién de transferrina

<400> 13

38

1920

1980

2040

2040
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20
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30

35

40

45

‘Met Arg Leu Ala Val Gly Ala Leu Leu val Cys Ala val Leu Gly Leu

1 5

Cys Leu Ala

<210> 14

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 14
ctcggatccg tcectgataa aactgtgaga tg

<210> 15

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 15

ES 2735899 T3

-10

32

catgctagct ccaccatggc tggacctgcc acccag 36

<210> 16

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 16
catggatccg ggctgggcaa ggtggcg

<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 17
taatacgact cactataggg 20

<210> 18

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 18

aatagaaagt ctgtgggtcc tcctttgacc catag

<210> 19

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

27

35

39

15



10

15

20

ES 2735899 T3

<220>

<223> Cebador PCR

<400> 19

gccgactttg ccacctgcat ctggcageag at 32

<210> 20

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador PCR

<400> 20

atctgctgcc agatgcaggt ggcaaagtcg gc 32

<210> 21

<211> 2658

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Vector pcDNA3.1(+)/G-CSF(T116C)-Tf

<400> 21
atggctggac ctgccacceca gageccocatg aagetgatgg
cacagtgcac tctggacagt gcaggaagcc acccecctgg
cagagcttcce tgctcaagtg cttagagcaa gtgaggaaga
ctccaggaga agcetgtygtge cacctacaag ctgtgecacce
ggacactcte tgggcatcoecc ctgggctocoo ctgageaget
ctggcagget gettgageoca actcoecatage ggocttttec
gececetyggaag ggatctecce cgagttgggt ccecaccettgg
gccgactttg ccacctgeoat ctggeagcag atggaagaac
cagcccacce agggtgecat gocggecttc gectetgett
gtcctggttg ccteccatcet gcagagette ctggaggtgt
cttgeccage coggatcegt ccoctgataaa actgtgagat
gaggccacta agtgcecagayg tttccgcgac catatgsaaaa
cccagtéttg cttgtgtgaa gaaagcctcece taccttgatt

40

Fcctgcagct
gecetgecag
tccagggega
ccgaggagct
geccacagaca
tctaccaggqg
acacactgca
tgggaatggce
tccagegecyg
cgtaccgegt
ggtgtgcagt
gcgteattec

gcatcaggge

gctgetgtag
cteectgece
tggegeageg
ggtgctgcte
ggccctgcag
gctcctgcgg
gctggacgte
cectgecety
ggcaggaggg
tctacgecac
gtcggageat
atccgatggt

cattgceggca

60

120

180

240

300

360

420

540

600

6§60

720

780



aacgaagegyg
aataacctga
tattatgctg
‘aagaagtcet
ctttactgtg
lt;gggcagbt
ccaggygtgtg
ctgaaggatg
‘gcaaacaagg
gtagatgaat
iagtatgggcg
ggcaaagaca
tttaaggact
- ctgggctatg
ccaacagatyg
tgtgatgagt
gaagactgca
tttgtctaca
agcga;aatt

tcagcttctyg

étgctgtgac
agéctgtggt
ttgctgtygt
gececacacgygyg
acttacctga
gtgcccettg
gctgctcecac
gtgctgqgga
ctgacaggga
acaaggactg
gcaaggagga
aatéaaaaga
ctgcccacgg
agtatgtcac
aatgcaagce
ggagtgttaa
tcgoccaagat
tagcgggcaa
gtgaggatac

acctcacctg

actggatééa
ggcagagttce
gaagaaggat
tctaggcagy

gccacgtaaa

tgcggatggg

ccttaaccaa

tgtggecttt

ccagtatgay.

ccacttggee
cttgatetgg
attccaacta
gtttttaaaa
tgccatcecgg
tgtgaagtgg
cagtgtaggg
catgaatgga
gtgtggtetyg
accagaggca

ggacaatctg
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ggtttggtgt
tatgégtcaa
agtggcttec
tccgetgggt
cctcttgaga
acggacttcc
tacttqggct
gtcaagcact
ctgetttgee
caggtccctt
gaécttctca

ttcagctete

gtcccoococa

aatctacggg

tgtgcgetga

aaaatagagt

gaagctgatg

gtgeetgtet

gggtattetg

aaaggcaaga

41

atgatgerta
aagaggaccc

agatgaaéca

ggaacatcce

aagcagtgge
cecagetgty

actcaggagc

cgactatatt.

tggacaaca;
ctcataccgt
accaggécca
ctcatygggaa
ggatggatge
aaggcacatg
gccaccacga
gtgtatcagce
ccatgagett

tggcagaaaa

ctgtagcagt”

agtcctgecca

cctgygctecce

acagactttc

gcttegagge

cataggctta

caatttctte

tcaactgtgt
cttcaagtgt
tgagaacttyg
ccggaagecg
cgtggeccga
ggaacatttt
ggacctgetyg
caagatgtac
cccagaaged
gaggctecaag
agagaccacc
ggatggagagy
ctacaataag
ggtgaagaaa

tacggcagtt

840

900

260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
13890
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1860

1920

1980



ggcagaaccg

agatttgatg

tgtaégctgt

tacggctaca

caccagactyg

aatgaaaaay.

gcgaactgcce

gettgegtce

‘tyctogggea
acagtatgtt
tatgtcaagg

actttccgta

ctggcﬁggaa
aatttttcag
gtatgggctc
caggcgcttt
tcccacagaa
;gtatgagtt
acctggccag
acaagatatt
acttttgttt
tggccaaact
ctgttggtaa

gaccttaa'

catcocccatg
tgaaggttgt
aggcctaaac

caggtgtctg

cactggggga

gectgtgectt
agecccgaat
acgtcaacag
gtteeggteg
tcatgacaga

cctgagaaaa
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,ggcctgctct

gcecectgggt

ctgtgtgaac

gttgagaagg
aaaaaccctg
gataggtacca
cacgetgtay
cagcacctat
gaaaccéagg
aacacatatg

tgctcecacct

42

acaatéagat
ctaagaaaga
ccaacaacaa
gagatgtggc
atccétgggc
ggagacctgt
tcacacggaa

ttggaagcaa

accttctgtt

aaaaatactt

catcactcct

caaccactgc

ctecagtete

agagégatac

ctttgtgaaa
taagaatctg
ggaggagtat
agataaggaa
cgtaactgac
cagagatgac
aggagaagaa

ggaagcekyce

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

- 2640

2658
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de fusion en la que la transferrina esta unida por un péptido a un terminal de una proteina mutante
del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) en la que el 116° aminoacido, treonina, esta sustituido
con una cisteina, de manera que la cisteina es adecuada para enlaces de sulfuro con el 17° aminoacido, cisteina, de
G-CSF.

2. La proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que la transferrina tiene la eliminacion de un
péptido de sefializacion en la region terminal amino.

3. La proteina de fusién segun la reivindicacion 1, en la que la cisteina sustituida forma un enlace disulfuro con el 17°
aminoacido, cisteina, de G-CSF.

4. Un vector de expresion que contiene un gen que codifica la proteina de fusion de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3.

5. El vector de expresion segun la reivindicacion 4, en el que la secuencia de nucledtidos de un sitio de
reconocimiento de enzimas de restriccion en el gen esta sustituida por otra secuencia de nucleétidos que codifica el
mismo aminoacido.

6. El vector de expresién de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el gen que codifica la proteina de fusion tiene
la sustitucion de timina del sitio de reconocimiento del enzima de restriccion BamHI (GGATCC) con citosina.

7. El vector de expresion de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el gen que codifica la proteina de fusion
contiene adicionalmente un sitio de reconocimiento de enzimas de restriccion al final del gen.

8. El vector de expresion de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el vector de expresion comprende una
cualquiera de las secuencias seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 6, 7, 8 y 21.

9. Un transformante que comprende el vector de expresion de la reivindicacion 4.

10. Un procedimiento de preparacion de la proteina de fusiéon de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que
contiene la etapa de obtener la proteina diana a partir del transformante de la reivindicacion 9.

11. Una composicién farmacéutica que comprende la proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 3 para uso en terapia.

12. Una composicién farmacéutica que comprende la proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 3 para uso en el tratamiento de una neutropenia.

13. Una composicién farmacéutica que comprende la proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 3 para uso en el tratamiento de cancer.

14. Una composicién farmacéutica que comprende la proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 3 para uso en el tratamiento de una enfermedad isquémica.

15. Una composicién farmacéutica que comprende la proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 3 para uso en la inhibicién de la disminucién en el nUmero de neutrofilos.
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{ Pigura 1}
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[ Figura 2]
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[ Figura 3]
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[Figura 4]
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[ Figura 5]
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[ Figura 6
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[ Figqura 7]
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[ Figura 8]
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[ Figura 9]
0,60
-o- PEG.G-CSF ,
.- G-SF 0,50
-~ G-(SF-Tf
~&— G-CSFT1160) 0,40 =
~a G-CSF(T116C}-TH o
B,é f‘ﬂ

Equivalente G-CSEF (nM)

52



ES 2735899 T3

[ Figura 10]
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[ Figura 11]
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[ Figura 12]
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