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ES 2280487 T3

DESCRIPCION

Proteina de fusién con actividad eritropoyetina in vivo aumentada.
Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a una proteina de fusién que posee una actividad in vivo aumentada de un farmaco
anti anemia perniciosa, eritropoyetina (en lo sucesivo también se denominara “EPO”). Més particularmente, la presente
invencidn se refiere a una proteina de fusién que tiene una actividad EPO aumentada mediante el incremento de su
semivida in vivo con sus propias secuencias de aminodacidos, es decir, sin incrementar el contenido de glucosilacion,
en el que la proteina de fusién contiene una molécula de EPO condensada a un péptido concreto natural in vivo.

2. Descripcion de la técnica relacionada

La EPO es una glucoproteina que posee un peso molecular dentro del intervalo de 30.000 a 34.000 Da y es un
factor hematopoyético que estimula la produccién y diferenciacién de glébulos rojos. La glucoproteina se une a un
receptor de células precursoras de glébulos rojos para iniciar su actividad hematopoyética y causa un incremento de
las cantidades de iones intracelulares de calcio y un aumento de la biosintesis de ADN y estimulacién de la formacién
de hemoglobina. Asimismo, la EPO recombinante humana (EPOrh) ha sido aprobada para el tratamiento de la anemia
asociada con la insuficiencia renal, la prematuridad, el hipotiroidismo, la malnutricién y sucesivamente, y el uso
clinico de EPOrh es cada vez mayor. No obstante, el amplio uso de EPOrh podria estar limitado por la incomodidad
y los elevados costes porque la EPOrh debe administrarse aproximadamente tres veces a la semana debido a la corta
semivida. Por tanto, la frecuencia de administracién de EPOrh para tratamiento podria reducirse manteniendo una
actividad in vivo de la EPO durante mds tiempo.

La actividad bioldgica in vivo de la EPO es proporcional a su semivida in vivo, que se sabe que estd relacionada
con el contenido de 4cido sidlico en el extremo de las cadenas de azicar en la EPO. Por tanto, la actividad bioldgica
in vivo de la EPO depende en gran medida de la presencia o ausencia de cadenas de aziicar. Los tipos de cadenas
de azicar varian dependiendo de los tipos de célula. Por tanto, cuando la misma glucoproteina se expresa en células
diferentes, los tipos de cadenas de aziicar de la proteina son caracteristicamente distintos segin el tipo de célula. Se
sabe que las células bacterianas, por ejemplo E. coli, no pueden unir cadenas de azicar a sus proteinas. Dado que
se sabe que las proteinas expresadas en E. coli no tienen ninguna cadena de azicar, la EPO expresada en E. coli
no contiene cadenas de azicar. En este caso, se confirma que la EPO es bioldgicamente activa in vitro pero no es-
t4 activa in vivo. Esto es porque la EPO sin cadenas se azicar se elimina mds rdpido del cuerpo, en comparacién
con la EPO con cadenas de azicar, lo que da lugar a una semivida extremadamente corta. En consecuencia, la pre-
sencia o ausencia de cadenas de azicar en la EPO desempefia un importante papel en la actividad bioldgica de la
EPO.

Hasta la fecha, se han llevado a cabo muchas investigaciones exhaustivas para incrementar la actividad bioldgica
de la EPO. La mayoria de estas investigaciones se centran en la sustitucién de algunos aminoacidos induciendo la
mutacién de los genes de la EPO mediante técnicas de mutagénesis. Por ejemplo, el documento PCT/US94/09257,
titulado “Andlogos de la eritropoyetina”, presentado por Amgen Inc., describié un procedimiento para incrementar
una semivida in vivo aumentando el contenido en cadenas de azicar en la EPO a través de mutagénesis. También
se ha intentado incrementar una semivida in vivo a través de la formacién de dimeros EPO (A. J. Sytkowski y col.,
J.B.C., vol. 274, n® 35, pag. 24773-24778). Otros procedimientos para incrementar la actividad bioldgica in vivo de
la EPO incluyen la condensacién de un aminodcido, un péptido o un fragmento de proteina nuevos con las moléculas
de EPO usando ingenieria genética, y aumentar el contenido en cadenas de aziicar de la EPO, especificamente las
cantidades de acido sidlico. No obstante, los tipos de aminodcidos, péptidos o fragmentos de proteinas utilizados en
este procedimiento son muy limitados. En la mayoria de los casos, tales modificaciones genéticas pueden tener como
resultado una disminucién o pérdida de la actividad especifica de la proteina o causar problemas de antigenicidad que
con frecuencia se producen cuando se usan dichas sustancias in vivo.

Se han llevado a cabo investigaciones sobre proteinas de fusidn o proteinas quiméricas, en lugar de sobre EPO, y
uno de los ejemplos de las mismas es una hormona estimulante del foliculo, que es una hormona sexual (Furuhashi y
col., 1995, Mol. Endocrinol.). Sin embargo, tales proteinas no se han aplicado todavia en el campo porque las proteinas
modificadas genéticamente a través de ingenieria genética plantean varios problemas. No es facil obtener una proteina
diana modificada en si misma, requiere capacidades profesionales muy cualificadas. Asimismo, en la mayoria de los
casos las actividades de las proteinas pueden disminuir indeseadamente o desaparecer por la adicién o sustituciéon de
nuevos aminodcidos.

En las circunstancias, los presentes inventores han comenzado estudios amplios sobre el desarrollo de un nuevo
procedimiento para incrementar la actividad in vivo de la EPO a través de la fusién de nuevos aminodcidos, péptidos o
proteinas con las moléculas de EPO. En el transcurso de estos estudios se descubri6 que una proteina de fusién obtenida
mediante la fusién de un péptido del extremo carboxilo (en lo sucesivo también denominado “CTP”), fragmentos de
la subunidad beta de una gonadotropina coriénica humana (en lo sucesivo también denominada “HCG”), que es una
proteina que aparece de forma natural in vivo, a la EPO, incrementa de forma espectacular la semivida in vivo de
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la EPO. Asimismo, la EPO contiene aminoédcidos que poseen la funcién de incrementar los sitios de glucosilacién
mientras conserva la actividad intrinseca de la EPO (véase, la solicitud de patente coreana n° 10-2000-0075230).

Resumen de la invencion

Los presentes inventores han descubierto inesperadamente que las variantes CTP cuyo sitio de glucosilacion en el
péptido se habian eliminado también aumentaban considerablemente la semivida in vivo de la EPO. Como resultado
de este hallazgo se han desarrollado variantes CTP que pueden incrementar la estabilidad in vivo de la EPO a través
del uso de secuencias de aminodcidos, sin incrementar el contenido de las cadenas de azucar en la EPO, lo que ha
llevado a los presentes inventores a completar la presente invencion.

La presente invencidn, en la que se usan variantes CTP cuyos sitios de glucosilacién se han eliminado, se puede
distinguir de la técnica anterior, en la que se aumenta la semivida in vivo incrementando el contenido de las cadenas
de azdcar en la EPO, y se basa en el descubrimiento de variantes CTP capaces de incrementar la estabilidad in vivo de
la EPO.

En consecuencia, es un objetivo de la presente invencién proporcionar una proteina de fusién que posea una
actividad aumentada in vivo de la EPO humana, en la que la proteina de fusién incluya una molécula de EPO fusionada
a una variante CTP de una subunidad 5 de HCG en su extremo carboxilo.

Es otro objetivo de la presente invencién proporcionar un 4cido nucleico que codifique la proteina de fusion,
un vector recombinante que contenga el dcido nucleico y una linea celular sometida a transfeccién con el plasmido
recombinante.

Todavia otro objetivo de la presente invencién es proporcionar un procedimiento para preparar una proteina de
fusién que posea una actividad aumentada in vivo de la EPO humana mediante el cultivo de la linea celular transfor-
mada.

Por tanto, visto desde un aspecto, la presente invencién proporciona una proteina de fusién que comprende eri-
tropoyetina humana (EPO) que posee un extremo carboxilo y un mutante unido al extremo carboxilo, donde dicho
mutante posee una secuencia de aminodcidos desde la posicidon 7 a la posicién 34 en la SEC ID N° 1 con de una a
cuatro sustituciones de aminodcidos en las posiciones 10, 61, 21 y 27 de la SEC ID N° 1.1

Visto desde otro aspecto, la presente invencion proporciona un dcido nucleico que codifica una proteina de fusién
como se ha definido anteriormente en la presente memoria descriptiva.

Visto desde otro aspecto mds, la presente invencion proporciona un procedimiento para preparar una proteina de
fusién que posea una actividad aumentada in vivo de la EPO, que comprende:

cultivar una linea celular transformada transformante sometida a transfeccién con un vector recombinante que
contenga el 4cido nucleico como se ha definido anteriormente en la presente memoria descriptiva.

Visto desde todavia otro aspecto mds, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que com-
prende una proteina de fusién como se ha definido anteriormente en la presente memoria descriptiva con uno o mas
transportadores, adyuvantes, excipientes fisioldgicamente tolerables.

Visto desde todavia otro aspecto mds, la presente invencién proporciona una proteina de fusién como se ha definido
anteriormente en la presente memoria descriptiva para usar como un medicamento.

Visto desde todavia otro aspecto mds, la presente invencion proporciona proteinas de fusién como se ha definido
anteriormente en la presente memoria descriptiva para usar en el tratamiento de la anemia.

Visto desde todavia otro aspecto mas, la presente invencién proporciona el uso de un proteina de fusién como se
ha definido anteriormente para la preparacién de un medicamento para tratar la anemia.

En una forma de realizacion de la presente invencidn, se proporciona una proteina de fusién con una actividad
aumentada un vivo de EPO humana, en la que la proteina de fusién incluye una molécula de EPO fusionada a una
variante CTP de una subunidad 8 de HCG (en lo sucesivo, también se denomina “ATP”) en su extremo carboxilo.
Preferentemente, el CTP incluye todos o algunos de los aminodcidos correspondientes a las posiciones 112-145,
preferentemente a las posiciones 118-145, de la subunidad 8 de HCG, en la que los amino4cidos se describen mediante
laSEC ID N° 1.

ATP, Que es una variante CTP, posee la funcion de incrementar la semivida de la molécula de EPO con sus propias
secuencias de aminoacidos, es decir sin incrementar el contenido en cadenas de azucar de la EPO.

Por tanto, a menos que la accién de la proteina de fusién diana de incremento de una actividad in vivo de la
EPO se vea afectada de forma adversa, las posiciones y tipos de aminodcidos que experimenten un cambio en la
posicion dentro del intervalo indicado anteriormente no estin especificamente restringidos. En otras palabras, siempre
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que la proteina de fusién mantenga la actividad de incrementar la actividad in vivo de la EPO, los aminodcidos de las
posiciones correspondientes al intervalo indicado anteriormente pueden sustituirse en cualquier posicién con cualquier
aminodcido.

Por ejemplo, es preferible que la ATP posea una o mas sustituciones de aminodcidos en las posiciones 121, 127,
132 y 138, y mds preferentemente posee residuos de serina (Ser) en las posiciones 121, 127, 132 y 138 sustituidos por
residuos de alanina (Ala) (Fig. 1). En este caso, la proteina de fusion segiin la presente invencidn posee la secuencia de
aminodcidos descrita en la SEC, ID n° 2. Del hallazgo de que los residuos de Ser de las posiciones anteriores pueden
sustituirse por residuos de Ala, para un experto en la técnica queda claro que cualquier otro aminodcido que posea un
tamaifio y carga similar a la Ala, por ejemplo glicina (Gly) puede sustituir a la Ser.

En otra forma de realizacién de la presente invencién, se proporciona un 4cido nucleico que codifica la proteina
de fusién, un vector recombinante que contiene el dcido nucleico y una linea celular sometida a transfeccion con el
plasmido recombinante, preferentemente un célula de ovario de hdmster chino (CHO).

En todavia otra forma de realizacién de la presente invencién se proporciona un procedimiento para preparar
una proteina de fusién que posea una actividad aumentada de EPO humana mediante el cultivo de la linea celular
transformada.

Breve descripcion de las figuras

Los anteriores objetos y ventajas de la presente invencidn se hardn mas evidentes mediante la descripcién con
detalle de las formas de realizacion preferidas de la misma con referencia a las figuras adjuntas en las que:

La Fig. 1 representa las secuencias de bases y aminoacidos de ATP como variante CTP;

La Fig. 2 representa las secuencias de bases y aminoacidos de una proteina de fusién (EATP) de EPO y ATP;
La Fig. 3 es una representacion gréfica que ilustra la produccién de un vector de expresion pcDNA3.1-EATP;
La Fig. 4 es una fotografia de electroforesis de EATP purificada; y

La Fig. 5 representa graficamente los resultados del anélisis farmacocinética de EATP y EPO.

Descripcion detallada de la invencion

A continuacion la presente invencion serd descrita con mds detalle. La presente invencion se procesa mediante
etapas de adquisicién y clonacién de genes de una proteina de fusién diana, la construccién de vectores de expresion
de un gen diana, la transfeccion de células animales y la expresion de EATP, y la purificacién de la EATP expresada y
la medicién de la actividad.
(1) Adgquisicion de genes

El ADN complementario (ADNCc) de la EPO se puede adquirir empleando una técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa-transcripcién inversa (RT-PCR) convencional mediante un kit de RT-PCT Premix disponible en Bioneer

Corp. Corea, en el que se usan los cebadores EP1 y EC2 complementarios de ambos extremos del ADNc de la EPO
previamente preparados a partir de una biblioteca de ADNc de higado embrionario humano (disponible en Invitrogen

Corp.).
EP1: ATGGGGGCACGAATGTCCTGCCTGGCTGG (SECID N° 3)
EC2: GTCCCCTGTCCTGCAGGCCT (SECID N°4)

El ADNc de la EPO se clona en un vector de clonacién pGEM-T (Promega Corp.), que se denomina pGEMT-
EPO, y su secuencia de bases se identifica para usar como molde en las operaciones posteriores.

Los genes de las variantes CTP de una subunidad 8 de HCG usados en la presente invencion se obtienen mediante
sintesis artificial y PCR con auto-cebado. Los fragmentos génicos sintetizados son EA1, A2, A3y A4:

EAl:  AGGGGAGGCCTGCAGGACAGGGGACTCCTCTTCCG (SECID N°5)

A2: GGAAGGGC GGGGGGAGGGGCCTTG GC GGAAGAGGA (SECID N° 6)
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A3: CCGC CCTTCCAAGCCCAG CCCGACTCCCGGGGCCC (SECIDN°7)

A4: TTATTGTGGGAGGATCGGGGTGTCG GCGGGCCCCG (SECID N°8)

(Las porciones en negrita indican porciones para la sustitucion de aminoécidos)

Se tome 1 ul de cada uno de cuatro genes (50 pmoles/ul) para realizar una PCR usando un sistema Taq de alta
fidelidad (Boehringer Manheim Corp.).

Los fragmentos génicos (genes CTP modificados) de un tamafio de aproximadamente 110 pb se identifican en un
gel de agarosa al 1%. Estos genes codifican un péptido obtenido sustituyendo 4 residuos de Ser en las posiciones 121,
127, 132 y 138 entre 28 aminodcidos del extremo carboxilo en las posiciones 118-145 de una subunidad 8 de HCG,
con residuos de Ala (véase la Fig. 1).

La PCR se realiza usando un pGEMT-EPO como molde y con EP1 Y EC2 como cebadores, lo que s6lo propor-
ciona genes EPO. A continuacidn, se realiza otra PCT usando los genes de la EPO y los genes modificados de CTP
como moldes y EP11 y EP22 como cebadores por medio del sistema Taq de alta fidelidad, de modo que se adquie-
re la proteina de fusién deseada con fragmentos de genes de aproximadamente 630 pb (que se denominardn genes
EATP).

EP11: TAAGCTTATGGGGGTGCACGAATGT (SECIDN°9)

EP22: TGGATCCTTATTGTGGGAGGATCGGGGT (SECID N° 10)

Estos genes se clonan en vectores de clonacion pGEM-T y a continuacion se identifican las secuencias de bases
(que se denominaran pGEMT-AETP) (véase la Fig. 3).

(2) Construccion de los vectores de expresion

El vector pcDNA3.1 (Invitrogen Corp.) se usa como vector de expresion. Ambos extremos del gen EATP en el
pGEMT-EATP poseen sitios para las enzimas de restriccion Hind IIl y BamH 1 derivados de los cebadores EP11
y EP22. Los pldsmidos pcDNA3.1 y el pGEMT-EATP obtenidos se tratan con Hind IIl y BamH 1. El pcDNA3.1
linealizado y el gen EATP se obtienen de un gel de agarosa usando un kit de elucién e Qiagen, seguido por unién, de
modo que se transforma la E. coli NM522. Los pldsmidos se aislan de colonias resultantes de la incubacién durante
la noche en un medio s6lido de LB-Ampicilina y se tratan con las enzimas de restriccion Hind IIl y BamH 1. A
continuacidn, se selecciona sélo las colonias en las que se habfa insertado el gen EATP mediante electroforesis en
agarosa al 1%. Los plasmidos resultantes se denominan pcDNA.3.1-EATP (véase la Fig. 3).

(3) Transfeccion de las células CHO y expresion de EATP

Las células CHO (DG44) se cultivan en un placa de 60 mm para preparar células confluentes 40-80% (1-4x10° cé-
lulas/placa de 60 mm). Se mezclan 3 ul de un reactivo de superinfeccion (Boehringer Manheim Corp.) y 97 ul de medio
(@-MEM con medio, sin suero y sin antibidtico) suficientemente a la mezcla resultante se afiaden aproximadamente 2
(g de un plasmido pcDNA3.1-ADN EATP (més de 0,1 pg/ul) y 0,02 pug de un vector pLTRdhfr26 (ATCC37295) que
contiene el gen de la dihidrofolato reductasa (dhfr) y se hacen reaccionar a temperatura ambiente durante 5-10 minutos
y después se afiade a las células. Después de un dia, los medios se sustituyen con a-MEM sin medio (que contiene
500 pg/ml de G418) con FBS al 10%. Las células se vuelven a llenar con medio con 500 ug/ml de G418 y se cultivan
durante 7-10 dfas. A continuacion, las células sin genes resistentes a G418 y las células del grupo de control negativo
mueren todas. Una vez que se han cultivado lo suficiente las células seleccionadas del medio G418, se confirma una
proteina EATP expresada en los medios usando un kit de ELISA para EPO (Boehringer Manheim Corp.).

(4) Purificacion de EATP expresada

Usando un anticuerpo monoclonal anti-EPO (R&D Inc.), se preparan resinas de afinidad para purificacién del
siguiente modo.

0,3 g de sefarosa activada-CNBr 4B se hinchan en HCl 1 mM durante 20 minutos y se cargan en una columna,
seguido por lavado con HCI 1 mM. A continuacion, la resina resultante se lava en 4 ml de solucién tamp6n de acopla-
miento (NaHCO; 0,1M y NaCl 0,5M, pH 8,3) se transfiere a un tubo e inmediatamente se mezcla con un anticuerpo
monoclonal anti-EPO en la solucién tampdn de acoplamiento (500 ug/vial) y después se hace reaccionar a temperatura
ambiente durante 2 horas. En este momento, el tubo se agita suficientemente. Después, el producto resultante se sus-
tituye con un tampdn de bloqueo (glicina 0,2M, pH 8,0) y se hace reaccionar a temperatura ambiente durante 2 horas
con agitacién. La resina resultante se lava secuencialmente con 6,5 ml de solucién tampén de acoplamiento, 6,5 ml de
solucién de tampdn acetato (acido acético 0,1M, NaCl 0,5M, pH 4) y 6,5 ml de solucién de tampoén de acoplamiento.
La resina preparada se empaqueta en una columna y después se somete a purificacion del siguiente modo.
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Las células se cultivan en un medio sin suero durante un dia y después sélo el medio se concentra aproximada-
mente 5 veces usando un filtro de ultrafiltracién, por ejemplo, Centriprep (con un corte de peso molecular nominal
de 10.000) (Millipore Corp.), A continuacidn, las soluciones concentradas se cargan en una columna equilibrada con
solucién salina tamponada con fosfato (PBS) a un caudal de aproximadamente 20 ml/h y se lavan de nuevo con PBS.
Las proteinas diana se eluyen en una solucién de tampén de elucién (glicina 0,1M, pH 2,8) y después se titulan de
inmediato con solucién Tris 1 M para ajustar a un pH 7,5. La pureza de la EATP purificada es del 97% o superior,
verificado mediante SDS-PAGE vy tincidn de plata (véase la Fig. 4).

(5) Medicion de la actividad mediante bioensayo y andlisis bioquimico

Las actividades bioldgicas de las EPO y EATP expresadas y purificadas adecuadamente se miden mediante bioen-
sayo utilizando células de bazo de un ratén tratado con fenilhidrazina. El resultado muestra que la actividad de EATP
es mayor a la de la EPO, lo que sugiere que la presencia de extremos carboxi afiadidos en la EATP no inhibe la
actividad de la EPO.

(6) Prueba farmacocinética

Con el fin de confirmar si los materiales candidato preparados en realidad poseen una semivida in vivo mds pro-
longada, se realizan pruebas farmacocinéticas en ratones. Aqui, los materiales candidatos se administran por via in-
travenosa a cuatro ratones a dosis de 20 unidades por cada raton. Para evaluar el perfil de concentracion en sangre, la
sangre de los ratones se agrupa y la concentracion de la sangre agrupada se mide usando un kit de EIA (Boehringer
Manheim Corp.). La prueba farmacocinética realizada en ratones muestra que el material candidato EATP posee una
semivida mucho més prolongada que el material control EPO (véase la Fig. 5).

La presente invencién ademas se ilustra en los siguientes ejemplos, que no deben malinterpretarse como limitantes
del alcance de la invencion.

Ejemplo 1
Adgquisicion de genes

El ADNCc de la EPO se adquiri6 empleando una técnica RT-PCR convencional utilizando un kit RT-PCT Premix
(Bioneer Corp., Corea), en el que se usaron los cebadores EP1 y EC2 complementarios a ambos extremos del ADNc
de la EPO previamente preparados a partir de una biblioteca de ADNc del higado embrionario humano (Invitrogen
Corp.). Se realizaron 30 ciclos de reacciones de PCR en las condiciones de 35 segundos a 55°C (hibridacién), 40
segundos a 72°C y 20 segundos a 94°C, que dieron el ADNc de la EPO. El ADNc de la EPO obtenido se cloné en un
vector de clonaciéon pGEM-T (Promega Corp.). En otras palabras, el producto de la PCR se eluy6 a partir de agarosa
al 1%, se ligd al pGEM-T, seguido por la transformacién de E. coli NM522. Después de la incubacién durante la
noche en un medio s6lido con X-gal/PTG en el que se ha frotado LB-Ampicilina, se aislé el ADN del plasmido de
las colonias blancas y se hizo reaccionar con las enzimas de restriccion Sac I'y Sac I para seleccionar las colonias en
cuyo interior tengan insertado el ADNc de la EPO. El vector obtenido -se denominé pGEM-EPO vy su secuencia de
bases se identific6 para usar como molde en los siguientes procesos.

Los genes CTP modificados de una subunidad S de HCG se obtuvieron mediante sintesis artificial y PCR de
autocebado. Los fragmentos génicos sintetizados fueron EA1, A2, A3 y A4.

Se tom6 1 ul de cada uno de cuatro genes (50 pmol/ul) para someterlos a 15 ciclos de PCR usando un sistema Taq
de alta fidelidad (Boehringer Manheim Corp.) en las condiciones de 40 segundos a 55°C (hibridacién), 40 segundos a
72°Cy 20 segundos a 94°C. Los fragmentos génicos de aproximadamente 100 pb de tamafio se identificaron en un gel
de agarosa al 1% (genes CTP modificados).

Estos genes codifican un péptido obtenido sustituyendo 4 residuos de Ser en las posiciones 121, 127, 132 y 138
entre 28 aminodcidos del extremo carboxilo de una subunidad 8 de HCG, con residuos de Ala (Fig. 1).

La PCR se realiz6 usando un molde de pGEMT-EPO y los cebadores EP1 y EC2, dando sélo genes de EPO. A
continuacién se realizaron 30 ciclos de PCR usando como moldes los genes de EPO y los genes CTP modificados
obtenidos y usando los dejadores EP11 y EP22 por medio de un sistema Taq de alta fidelidad en las condiciones de
42 segundos a 57°C (hibridacion), 60 segundos a 72°C y 20 segundos a 94°C. Por tanto, se obtuvieron aproxima-
damente 630 pb de fragmentos génicos fusionados (que se denominardn genes EATP). Estos genes se clonaron en
pGEM-T usando el procedimiento mencionado anteriormente (que se denominard pGEM-EATP) y se identificaron
sus secuencias.

Ejemplo 2
Construccion del vector de expresion pcDNA3.1-EATP

El vector pcDNA3.1 (Invitrogen) se usé como vector de expresion. Ambos extremos del gen EATP en el pldsmido
pGEMT-EATP poseen sitios de restriccién Hind 111 y BamH I derivados de los cebadores EP11 y EP22.

6
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El vector pcDNA3.1 y el obtenido pGEMT-EATP se trataron con las enzimas de restriccion Hind Il y BamH
I. El pcDNA3.1 linealizado y el gen EATP se obtuvieron de un gel de agarosa usando un kit de elucién Quiagen,
seguido por unién, transformando de este modo E. coli NM522. Los plasmidos se aislaron de colonias resultantes de
la incubacién durante la noche en un medio sélido con LB-ampicilina y se trataron con las enzimas de restriccion Hind
Il y BamH I. A continuacion, mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% sélo se seleccionaron las colonias que
tenian insertado EATP. Los pldsmidos resultantes se denominaron pcDNA3.1EATP (véase la Fig. 3).

Ejemplo 3
Transfeccion de células CHO y expresion de EATP

Células CHO (DG44) se cultivaron en una placa de 60 mm para preparar células confluentes 40-80% (1-4x103
células/placa de 60 mm). Se mezclaron 3 ul de un reactivo de superinfeccion (Boehringer Manheim Corp.) y 97
ul de medio (a-MEM con medio, sin suero y sin antibidtico) suficientemente y a la mezcla resultante se afiaden
aproximadamente 2 ug de un plasmido pcDNA3.1-ADN EATP (més de 0,1 ug/ul) y 0,2 ug de un vector pLTRdhfr26
(ATCC37295) que contiene el gen de la dihidrofolato reductasa (dhfr) y se hicieron reaccionar a temperatura ambiente
durante 5-10 minutos y después se afiadieron a las células. Después de un dfa, los medios se sustituyeron con -MEM
sin medio (que contiene 500 pg/ml de G418) con FBS al 10%. Las células se vuelven a llenar con medio con 500
pg/ml de G418 y se cultivan durante 7-10 dias. A continuacion, las células sin genes resistentes a G418 y las células
del grupo de control negativo murieron todas. Una vez que se han cultivado lo suficiente las células seleccionadas del
medio G418, se confirmé una proteina EATP expresada en los medios usando un kit de ELISA para EPO (Boehringer
Manheim Corp.).

Ejemplo 4
Purificacion de EATP expresado

Usando un anticuerpo monoclonal anti-EPO (R&D Inc.), se prepararon resinas de afinidad para purificacién del
siguiente modo.

0,3 g de sefarosa activada-CNBr 4B se hinchan en HCl 1 mM durante 20 minutos y se cargaron en una colum-
na, seguido por lavado con HCI 1 mM. A continuacion, la resina resultante se lavé en 4 ml de solucién tampén de
acoplamiento (NaHCO; 0,1M y NaCl 0,5M, pH 8,3) se transfiri6 a un tubo e inmediatamente se mezclé con un an-
ticuerpo monoclonal anti-EPO en la solucién tampén de acoplamiento (500 pg/vial) y después se hizo reaccionar a
temperatura ambiente durante 2 horas con agitacién. En este momento, el tubo se agité suficientemente. Después, el
producto resultante se sustituyé con un tampdn de bloqueo (glicina 0,1 M, pH 8,0) y se hizo reaccionar a temperatura
ambiente durante 2 horas. El producto resultante se lavé secuencialmente con 6,5 ml de solucién tampén de acopla-
miento, 6,5 ml de solucién de tamp6n acetato (4cido acético 0,1M, NaCl 0,5 M, pH 4) y 6,5 ml de solucién de tampén
de acoplamiento. La resina preparada se empaquetd en una columna y después se sometié a purificacion del siguiente
modo.

Las células se cultivaron en un medio sin suero durante un dia y después sélo el medio se concentré aproximada-
mente 5 veces usando un filtro de ultrafiltracién de Centriprep (con un corte de peso molecular nominal de 10.000)
(Millipore Corp.). A continuacidn, las soluciones concentradas se cargaron en una columna equilibrada con PBS a un
caudal de aproximadamente 20 ml/h y se lavaron de nuevo con PBS. Las proteinas diana se eluyeron en una solucién
de tamp6n de elucién (glicina 0,1 M, pH 2,8) y después se titularon de inmediato con solucién Tris 1 M para ajustar a
un pH 7.5. La pureza de la EATP purificada es del 97% o superior, verificado mediante SDS-PAGE y tincién de plata
(véase la Fig. 4).

Ejemplo 5
Medicion de la actividad mediante bioensayo

A un ratén se administrd fenilhidrazina una vez al dia durante 2 dias a la dosis de 60 mg/kg. Después de 3 dias,
del ratén se aislé un bazo agrandado y se pulverizé con un homogeneizador para obtener las células del bazo. Las
células del bazo se diluyeron hasta una concentracién de 6x610° células/ml y cada 100 ul de la muestra diluida se
transfirieron a una placa de 96 pocillos. A los respectivos pocillos se afiadieron EPO estdndar (0-500 mU/ml) y EPO y
EATP expresadas (cada 100 mU/ml). A continuacion, la placa se almacend en un incubador de CO, mantenido a 37°C
durante 22 horas. A cada pocillo se afiadieron 50 ul de dimetil-*H-timidina (20 pCi/ml). La placa resultante se hizo
reaccionar ademds durante 2 horas y después las soluciones de la muestra de cada pocillo se adsorbieron en un filtro
de vidrio (Nunc 1-73164). El filtro se lavé tres veces con solucién salina y la radiactividad del filtro se midié usando
un contador beta (83). Las mediciones mostraron que la actividad de EATP eran sustancialmente iguales o ligeramente
superiores a la de la EPO, lo que sugiere que la presencia de extremos carboxilo afiadidos en EATP no inhibe la
actividad de la EPO.
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Ejemplo 6
Prueba farmacocinética

Con el fin de confirmar si los materiales candidatos preparados en realidad poseen una semivida in vivo mas
prolongada, se realizaron pruebas farmacocinéticas en ratones. Aqui, la proteina de fusion purificada mediante el
procedimiento descrito en el Ejemplo 5 se administrd por via intravenosa a cuatro ratones, a dosis de 20 unidades para
cada ratén. Para evaluar el perfil de concentracion en sangre, la sangre de los ratones se acumulé a intervalos de tiempo
regulares, es decir, cada 30 minutos al principio y cada 2 horas después de 2 horas, y la concentracién de la sangre
acumulada se determiné usando un kit de EIA (Boehringer Manheim). El resultado de la prueba farmacocinética se
muestra en la Fig. 5. Como se muestra en la Fig. 5, el material candidato EATP poseia una semivida mucho mas
prolongada (mads de 2,5 veces mas prolongada) que el material control EPO.

De acuerdo con la presente invencién, la actividad in vivo de la EPO se puede potenciar incrementado la semivida
in vivo mientras que conserva la actividad intrinseca de la EPO con su propio aminoécido, es decir sin incrementar el
contenido en cadenas de azicar de la EPO.
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REIVINDICACIONES
1. Una proteina de fusién que comprende eritropoyetina humana (EPO) que posee un extremo carboxi y un mutante
unido al extremo carboxi, dicho mutante posee una secuencia de aminoécidos desde la posicién 7 a la posicién 34 en
la SEC ID N1° 1 con de una a cuatro sustituciones de aminodcidos en las posiciones 10, 16, 21 y 27 de la SEC ID N°
1.

2. Un proteina de fusion segtin la reivindicacién 1, en la que el mutante posee residuos de serina en las posiciones
10, 16, 21 y 27 de 1a SEC ID N° 1 sustituidos con alanina o glicina.

3. Un 4cido nucleico que codifica una proteina de fusién segtn la reivindicacion 1 6 2.

4. Un procedimiento para preparar una proteina de fusiéon que posee una actividad EPO in vivo potenciada que
comprende:

Cultivar una linea celular transformada transfeccionada con un vector recombinante que contiene el dcido
nucleico segtn al reivindicacién 3.

5. Una composicion farmacéutica que comprende una proteina de fusién segiin la reivindicacién 1 6 2 junto con
uno o mds vehiculos, adyuvantes o excipientes fisioldgicamente tolerables.

6. Proteina de fusién como se define en las reivindicaciones 1 6 2 para usar como medicamento.
7. Proteinas de fusiéon como se define en las reivindicaciones 1 6 2 para usar en el tratamiento de la anemia.

8. Uso de una proteina de fusién como se define en las reivindicaciones 1 6 2 para la preparaciéon de un medica-
mento para tratar la anemia.
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Fig. 1.

1 10

TG0 GOT TCC GGG AAG GCC CCT CCC CCC 6CC GTT GCA AGC (DA G0C

Ser Ser Ser Ala Lys Ala Pro Pro Pro Ala Lab Pro g;r go Ala
2

084 CTC CCG GG3 CCC GCC GAC ACC CC8 ATG CTC CCA GAA TAA
Arg Leu Pro Gly pro Ala Asp Thr Pro fie Lau Pro Gln
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FIG 2

ATG GG6 678 CAC GAA TGT CCT GCC TGG CTG Y66 CIT CTC CT8 T
MET Gly Val Nis Glu Cys Pro Ala Trp Leu Tip Lev Leu Leu Sec

CTG CT6 TC3 CTC CCT CTG GRC CTT CCA GTC CT& GGG GCC CCA OCA
Lou Lou Ser Leu Pro Leu Sly Lou Pre Val Lsu Gly Ala Pro Pro

30 CTC ATC T4T GAC ABC CBA GTC CT& BAB AGE TAC CTC TTG GAG
Arg Leu e Cys Asp Sev Arg Val Leu Giu ATg Tyr Leu Leu Glu

GCC AAB GAQ 60C GAG AAT ATC ACG ADS GGC TGT GCT GAA GAC TGC
Ala Lys Glu Als Glu Asn |le Thr Thr Gly Cys Ala 8lu His Cys

ASC TTG AAT OAG AAT ATC ACT QTG COA GAC ACC AAMA QTT AAT TTC
Ser Leu »&n Blu Asn {1e Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe

TAT GCGC TGG AAG AGG ATG GAG GTC GBS CAG CAS GG GTA GAA GTC
Tyr Ala Trp Lys Arg UET Glu val Gly Gin Bin Ala Yal &lu Val

TGG CAQ GGC CT6 &OC CTG CT6 TCG GAA GCT BTC GTR CGG GAC CAQ
Trp Gin Oy Leu Ala Leu Leu Ser Glu Als Val Leu Arg Giy Gln

GCC CTG TTG GTC AAC TCT TCC GAG CO6 T6G GAG OCC CTG CA8 CTG
Alz Leu Leu Val Asn Ser Ser Gin Pro Trp Glu Pro Leu Gin Leu

CAT GTG GAT AAA GOC GTC AGT GGC CTT CGBC AGC CTG ACC ALT CT6
His val Asp Lys Ala Val Ser Gly Lau Arg Sar Leu Thr Thr Lau

CTT 088 GCT CTG GOA GOC CAS AAB GAA GCC ATC TOC CCT CGA GAT
Leu Arg Ala Leu Gly Ala Gin Lys Glu Ala lie Ser Pro Pro Asp

GCG GCC TCA 6CT GCT GGA GTC CBA ACA ATC ACT GCT GAC ACT TTC
Ala Ala Ser Ala Ala Pro Lau Arg Thr (ie Thr Ala Asp Thr fhe

CGC AAA CTC TTC CGA GTG TAC TCC AAT TTT GTC OG0 GBA AAG CTG
Arg Lys Ley Phe Arg Val Tyr Ser Asn Pno Lesu Arg Gly Lys Leu

AAB CTB TAC AGA 086 GAG GCC TOG AGG ACA GGG BAC TCC GCT TCC
Lys Leu Tyr Thy @ly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp Ser Ser Ser

GOC ANG GCC CGT CCG GCC GGG CTT OGA AGC CCA 6CC CGA CTC CCG
Ala Lys Ala Pro Pro Pro Ala Lau Pro Ser Pro Ala Arg Leu Pro

GG3 CCC GCC BAC ACC CCG ATG CTC CCA CAA TMA
Gly pro Ala Asp Ths Pro |le Leu Pro &in

11
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Fig 4.
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Fig. 5.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Cheil Jedang Corporation
<120> Proteina de fusién que posee una actividad in vivo de eritropoyetina potenciada
<130> OV017299

<150> KR 10-2001-75994
<151>2001-12-03

<160> 10

<170> Kopatentin 1.71

<210>1

<211> 34

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> PEPTIDO
<222> (1)..(34)

<223> Aminodcidos en las posiciones de 112 a 145 de la subunidad beta de la gonadotropina coriénica humana (HCG)

<400> 1
Asp Pro Arg Phe GIn Asp Ser Ser Ser Ser Lys Ala Pro Pro Pro Ser
1 5 10 15
Leu Pro Ser Pro Ser Arg Leu Pro Gly Pro Ser Asp Thr Pro Ile Leu
20 25 30
Pro GIn
<210>2
<211>220
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Proteina de fusién (EATP) de eritropoyetina (EPO) y una variante del péptido carboxi terminal (ATP) de la
subunidad beta de la gonadotropina coriénica humana (HCG)

<400> 2

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu Leu Ser Leu
1 5 10 15

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro Pro Arg Leu
20 25 30
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lle Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu

35 40 45
Ala Glu Asn lle Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser Leu Asn Glu
50 55 60
Asn lle Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala Trp Lys Arg
65 70 75 80
Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp GIn Gly Leu Ala Leu
85 90 95
Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val Asn Ser Ser
100 105 110
Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala Val Ser Gly
115 120 125
Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala Gln Lys Glu
130 135 140
Ala lle Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg Thr lle
145 150 155 160
Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn Phe Leu
165 170 175
Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp
180 185 190
Ser Ser Ser Ala Lys Ala Pro Pro Pro Ala Leu Pro Ser Pro Ala Arg
195 200 205
Leu Pro Gly Pro Ala Asp Thr Pro Ile Leu Pro Gln
210 215 220
<210>3
<211>29
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador EP1 que posee la secuencia de nucledtidos complementaria a la secuencia terminal del ADNc de la
EPO
<400> 3
atggggcac gaatgtcetg cctggetgg 29
<210>4
<211>20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador EC2 que posee la secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia terminal del ADNc de la
EPO
<400> 4
gtceectgte ctgecaggect 20
<210>5
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<211>35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Variante del fragmento génico EA1 CTP de la subunidad beta de HCG

<400> 5

aggggaggc tgcaggacag gggactecte ttcg

<210> 6

<211>35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Variante del fragmento génico A2 CTP de la subunidad beta de HCG

<400> 6

£gaagggcegg g222agggac cliggeggaa gagga

<210>7

<211>35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Variante del fragmento génico A3 CTP de la subunidad beta de HCG

<400> 7
ccgeccttee aageccagee cgacteecgg ggeee

<210> 8

<211>35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Variante del fragmento génico A4 CTP de la subunidad beta de HCG

<400> 8

ttattgtggg aggatcgggg tgtcggecggg ceeecg

<210>9

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador EP11 para PCR para obtener el gen de fusiéon deseado EATP

35

35

35

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2280487 T3

<400> 9

taagcttatg ggggtgcacg aatgt

<210> 10

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador EP22 para PCR para obtener el gen de fusién deseado EATP

<400> 10

tggatcctta ttgtgggagg atcggggt

25

28
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