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DESCRIPCION

Proteina de fusion de la albimina sérica humana de eritropoyetina andloga.
Antecedentes de la invencion

La invencidn se relaciona con las proteinas de fusién de albimina sérica humana de eritropoyetina andloga (EPOa-
ASh), los acidos nucleicos que codifican a las proteinas de fusion de la EPOa-ASh y los métodos de produccion y uso
de proteinas de fusién de la EPOa-ASh y dcidos nucleicos.

Korhonen et al, Eur. ] Biochem (1997) 245:482-489 describen la produccién de EPO fusionada con S-lactoglo-
bulina en leche. No existe sugerencia alguna que una proteina de fusién de albimina sérica humana de EPO pueda
elaborarse o expresarse para producir EPO en leche.

Resumen de la invencion

En general, la invencién incluye una proteina de fusién de EPOa-ASh donde por lo menos un residuo de aminodci-
do de la mitad EPOa de la proteina de fusién se altera de manera tal que un sitio que actda como sitio de glicosilacién
en la eritropoyetina (EPO) no sirve como sitio de glicosilacién en la eritropoyetina andloga (EPOa), en que dicho resi-
duo de aminodcido es la EPOa equivalente a un residuo de EPO seleccionado de un grupo compuesto por residuos de
aminodcidos Asny,, Asngg, Asng;, y Ser;y, p. €j., una proteina de fusién de EPOa-ASh en la cual se altera por lo menos
un residuo de aminodcido que puede actuar como sitio de glicosilacién en la eritropoyetina, p. €j., por sustitucién o
delecion, de manera que no actia como sitio de glicosilacién.

En una realizacion preferida, la proteina de fusién de la EPOa-ASh tiene la férmula: R1-L-R2; R2-L-R1; o R1-
L-R2-L-R1, donde R1 es una secuencia aminodcida de la EPOa, L es un enlace peptidico y R2 es una secuencia
aminodcida de la albimina sérica humana. Preferentemente, R1 y R2 estdn conectadas de manera covalente por medio
de un enlace peptidico.

En una realizacion preferida: se ha borrado un residuo de aminoacido de la EPO que actiia como punto de unién
de la glicosilacidn; se ha reemplazado un residuo de aminoécido de la EPO que actda como sitio de glicosilacién con
un residuo de aminodcido que no actia como sitio de glicosilacion; se han alterado el sitio de la glicosilacién del
residuo del aminodcido Ser126 y por lo menos un sitio de glicosilacién adicional con enlace N seleccionado del grupo
compuesto de Asn24, Asn38 y Asn83; se altera un sitio de glicosilacién que proporciona glicosilacién con enlace N
por medio del reemplazo de un residuo Asn con un residuo de aminodacido diferente, p. ej.; Gln; se altera un sitio de
glicosilacion que proporciona glicosilacién con enlace O por medio del reemplazo de un residuo Ser con un residuo
de aminoécido diferente, p. ej.; Ala.

En realizaciones preferidas, la proteina de fusién de la EPOa-ASh se produce en la gldndula mamaria de un
mamifero transgénico no humano, p. ej., un rumiante, p. ej., una cabra.

En realizaciones preferidas, la proteina de fusién de la EPOa-ASh se secreta en la leche de un mamifero transgénico
no humano, p. €j., un rumiante, p. €j., una cabra.

En realizaciones preferidas, la proteina de fusién de la EPOa-ASh se produce en un animal transgénico no humano
bajo el control de un promotor especifico de la glandula mamaria, p. ej., un promotor especifico de la leche, p. ej., una
proteina sérica lactea o un promotor de caseina. El promotor especifico de la leche puede ser un promotor de caseina,
promotor de beta lactoglobulina, promotor de proteina del 4dcido sérico o promotor de lactoalbimina. Preferentemente,
el promotor es promotor de S caseina caprina.

En realizaciones preferidas, la proteina de fusiéon de EPOa-ASh, se encuentra en un mamifero transgénico no
humano, y se secreta en la leche de un mamifero transgénico no humano en concentraciones de por lo menos alrededor
de 0,2 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,75 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml, 3 mg/ml o més.

En una realizacién preferida, se ha alterado el residuo del aminodcido Asn24, p. ej., por sustitucién o delecion.
Preferentemente, se ha reemplazado el residuo del aminodcido Asn24 con Gln.

En una realizacion preferida, se ha alterado el residuo del aminodcido Asn38, p. ej., por sustitucién o delecion.
Preferentemente, se ha reemplazado el residuo del aminoédcido Asn38 con Gln.

En una realizacién preferida, se ha alterado el residuo del aminodcido Asn83, p. ej., por sustitucién o delecién.
Preferentemente, se ha reemplazado el residuo del aminodcido Asn83 con Gln.

En otra realizacién, se ha alterado el residuo del aminodcido Ser126, p. €j., por sustitucién o delecion. Preferente-
mente, se ha reemplazado el residuo del aminodcido Ser126 con Ala.

En una realizacién preferida: se ha alterado cada uno de los residuos de los aminodcidos Asn24, Asn38, Asn83
y Ser126, p. ej., por sustitucién o delecién, de manera tal que no sirven como sitio de glicosilacion; se ha reempla-

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2273497 T3

zado cada uno de los residuos de los aminodcidos Asn24, Asn38, Asn83 y Ser126 con Gln, Gln, Gln y Ala, respec-
tivamente.

En una realizacion preferida, la proteina de fusion incluye un enlace peptidico y el enlace peptidico cuenta con una
o mads de las siguientes caracteristicas: a) permite la rotacién de la secuencia del aminodcido andlogo de la eritropoye-
tina y de la secuencia del aminodcido de la albiimina sérica humana, una en relacion con la otra; b) es resistente a la
digestion por proteasas; y ¢) no interactiia con la eritropoyetina andloga o con la albimina sérica humana.

En una realizacién preferida: la proteina de fusién incluye un enlace peptidico y el enlace peptidico tiene de 5 a
60, con preferencia, de 10 a 30, aminoacidos de longitud; el enlace peptidico tiene 20 aminoacidos de longitud; el
enlace peptidico tiene 17 aminodcidos de longitud; cada uno de los aminoacidos del enlace peptidico se selecciona de
un grupo compuesto de Gly, Ser, Asn, Thr y Ala; el enlace peptidico incluye un elemento Gly-Ser.

En una realizacién preferida, la proteina de fusién incluye un enlace peptidico y el enlace peptidico cuenta con
una secuencia con la férmula (Ser-Gly-Gly-Gly-Gly),, donde y es 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8. Preferentemente, el enlace
peptidico incluye una secuencia con la férmula (Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);. Preferentemente, el enlace peptidico incluye
una secuencia con la férmula (Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro).

En una realizacion preferida, la proteina de fusion incluye un enlace peptidico y el enlace peptidico cuenta con una
secuencia con la férmula (Ser-Ser-Ser-Ser-Gly),, donde y es 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8. Preferentemente, el enlace peptidico
incluye una secuencia con la férmula (Ser-Ser-Ser-Ser-Gly);-Ser-Pro).

En otro aspecto, la invencién incluye una proteina de fusiéon de EPOa-ASh donde la EPOa incluye residuos de
aminodcidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26.

En una realizacion preferida, la EPOa es EPO GIn24, G138, GIn83 y Alal26 (p. €j., Unicamente los aminodcidos
24, 38, 83 y 126 difieren del tipo salvaje).

En otro aspecto, la invencion incluye una proteina de fusién de EPOa-ASh que incluye de izquierda a derecha,
una EPOa que incluye residuos de aminodcidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26, un enlace peptidico, p. €j., un enlace
peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y albimina sérica humana.

En una realizacién preferida, la EPOa es EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

En una realizacién preferida, la proteina de fusion es de izquierda a derecha, EPO GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26,
un enlace peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y albiimina sérica humana.

En otro aspecto, la invencién incluye, una proteina de fusién de EPOa-ASh que incluye de izquierda a derecha,
albimina sérica humana, un enlace peptidico, p. €j., un enlace peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-
Pro) y una EPOa que incluye residuos de aminoacidos Gln24, GIn38, GIn83 y Alal26.

En una realizacién preferida, la EPOa es EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

En una realizacion preferida, la proteina de fusion es de izquierda a derecha, albimina sérica humana, un enlace
peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

En otro aspecto, la invencién incluye, un dcido nucleico aislado con una secuencia nucleétida que codifica una
proteina de fusién de EPOa-ASh descrita en este documento, p. €j., una proteina de fusiéon de EPOa-ASh donde se
altera por lo menos un residuo de aminodcido de manera tal que un sitio que actda como sitio de glicosilacién en la
EPO no actia como el sitio de glicolisacién en la EPOa, p. €j., se altera una proteina de fusién de EPOa-ASh en donde
por lo menos un residuo de aminoacido de la EPOa-ASh codificada puede actuar como sitio de glicosilacién en la
eritropoyetina, p. €j., por sustitucioén o delecion, de manera tal que no actda como sitio de glicosilacién.

En otro aspecto, la invencidn incluye, un dcido nucleico que codifica una proteina de fusién de EPOa-ASh donde
la EPOa incluye residuos de aminoacidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26.

En una realizacién preferida, la EPOa es EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

En otro aspecto, la invencidn incluye, un 4cido nucleico que codifica una proteina de fusién de EPOa-ASh que
incluye de izquierda a derecha, una EPOa que incluye residuos de aminodcidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26,
un enlace peptidico, p. ej., un enlace peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y albiimina sérica
humana.

En una realizacion preferida, la EPOa es EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

En una realizacién preferida, la proteina de fusién es de izquierda a derecha, EPO GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26,
un enlace peptidico con la formula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y albimina sérica humana.
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En otro aspecto, la invencidn incluye, un 4cido nucleico que codifica una proteina de fusién de EPOa-ASh que
incluye de izquierda a derecha, albimina sérica humana, un enlace peptidico, p. €j., un enlace peptidico con la férmula
((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y una EPOa que incluye residuos de aminoédcidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26.

En una realizacién preferida, la EPOa es EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

En una realizacion preferida, la proteina de fusion es de izquierda a derecha, albimina sérica humana, un enlace
peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly)s;-Ser-Pro) y EPO GIn24, GIn338, GIn83, Alal26.

En otro aspecto, la invencién incluye, un vector de expresion o un constructo que incluye un 4cido nucleico de la
invencion.

En una realizacion preferida, el vector o constructo incluye ademds: un promotor; un marcador seleccionable; un
origen de la duplicacién; o un ADN homdlogo a una especie que no sea humana, p. ej., ADN caprino.

En realizaciones preferidas, el promotor es un promotor especifico de la leche, p. ej., una proteina sérica lactea o un
promotor de la caseina. El promotor especifico de la leche es un promotor de caseina, promotor de beta lactoglobulina,
promotor de proteina del 4cido sérico o promotor de lactoalbimina. Preferentemente, el promotor es un promotor de
[ caseina caprina.

En otro aspecto, la invencidn incluye una célula con un vector o un 4cido nucleico de la invencion.

En otro aspecto, la invencién incluye un método para producir una fusién de EPOa-ASh en un constructo o vector
de 4cido nucleico. El método incluye la formacién en el constructo o vector de una secuencia en la cual un dcido
nucleico que codifica una eritropoyetina andloga estd vinculado en estructura a un 4cido nucleico que codifica la
albimina sérica humana.

En otro aspecto, la invencién incluye un método para producir una proteina de fusiéon de EPOa-ASh, p. €j., de una
célula cultivada. El método incluye el suministro de una célula que incluye un acido nucleico que codifica una proteina
de fusién de EPOa-ASh y expresa la proteina de fusién de EPOa-ASh a partir del dcido nucleico, produciendo asi la
proteina de fusién de EPOa-ASh.

En una realizacién preferida, la célula es una célula de mamifero, levadura, planta, insecto o bacteria. Células de
mamiferos adecuadas incluyen células CHO u otros sistemas de expresiones similares.

En una realizacion preferida, la célula es una célula microbiana, una célula cultivada o una célula de una linea
celular.

En una realizacién preferida, la proteina de fusién de EPOa-ASh se libera en el medio de cultivo.

En una realizacién preferida, la proteina de fusiéon de EPOa-ASh se libera en el medio de cultivo y el método
incluye ademads la purificacién de la proteina de fusién de EPOa-ASh del medio de cultivo.

En una realizacién preferida, la EPOa incluye residuos de aminodcidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26.
En una realizacién preferida, la proteina de fusién de EPOa es EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

En una realizacién preferida, la proteina de fusion de EPOa-ASh incluye de izquierda a derecha, una EPOa que
incluye residuos de aminodcidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26, un enlace peptidico, p. €j., un enlace peptidico con
la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y albdmina sérica humana.

En una realizacién preferida, la proteina de fusion es de izquierda a derecha, EPO GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26,
un enlace peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y albimina sérica humana.

En una realizacion preferida, la proteina de fusién de EPOa-ASh incluye, de izquierda a derecha, albimina sérica
humana, un enlace peptidico, p. €j., un enlace peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y una EPOa
que incluye residuos de aminodcidos Gln24, GIn38, GIn83 y Alal26.

En una realizacién preferida, la proteina de fusion es de izquierda a derecha, albimina sérica humana, un enlace
peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

La invencién también incluye una célula cultivada con un 4cido nucleico que codifica una proteina de fusién de
EPOa-ASh, p. €j., una proteina de fusién de EPOa-ASh descrita en este documento. La invencién también incluye los
métodos para producir dichas células, p. €j., introduciendo en la célula o formando en la célula un dcido nucleico que
codifica una proteina de fusién de EPOa-ASh, p. ej., una proteina de fusién de EPOa-ASh descrita en este documento.

En otro aspecto, la invencién incluye, un método para producir una proteina de fusion de EPOa-ASh, p. ej., una
EPOa-ASh descrita en este documento. El método incluye la provisién de un organismo transgénico no humano que
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incluye un transgén que dirige la expresion de la proteina de fusién de EPOa-ASh; permitiendo que el transgén se
exprese; y, preferentemente, recuperando una proteina de fusién de EPOa-ASh producida transgénicamente, p. ej., del
organismo no humano o de un producto producido por el organismo no humano.

En una realizacion preferida, el organismo transgénico no humano es un animal transgénico no humano, p. €j., un
mamifero transgénico no humano, p. ej., un animal lechero transgénico no humano, p. ej., una cabra transgénica o una
vaca transgénica.

En una realizacién preferida, la proteina de fusiéon de EPOa-ASh se secreta en un fluido corporal y el método
incluye ademads la purificacién de la proteina de fusién de EPOa-ASh del fluido corporal.

En una realizacién preferida, la proteina de fusién de EPOa-ASh producida transgénicamente se crea en la glandu-
la mamaria de un mamifero transgénico no humano, preferentemente bajo el control de un promotor especifico de la
leche, p. €j., una proteina sérica lactea o un promotor de caseina. El promotor especifico de la leche puede ser un pro-
motor de caseina, promotor de beta lactoglobulina, promotor de proteina del 4dcido sérico o promotor de lactoalbimina.
Preferentemente, el promotor es un promotor de 3 caseina caprina.

En realizaciones preferidas, la proteina de fusién de EPOa-ASh se produce en la glandula mamaria de un mamifero
transgénico no humano, p. €j., un rumiante, p. €j., un animal lechero, p. €j., una cabra o una vaca.

En realizaciones preferidas, la proteina de fusién de EPOa-ASh se secreta en la leche de un mamifero transgénico
no humano en concentraciones de por lo menos alrededor de 0,2 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,75 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml, 3
mg/ml 0 més.

En realizaciones preferidas el método incluye ademas la recuperacién de la proteina de fusion de EPOa-ASh del
organismo no humano o de un producto producido por el organismo no humano, p. €j., leche, semillas, cabello, sangre,
huevos u orina.

En otra realizacion, la proteina de fusion de EPOa-ASh se produce en una planta transgénica.

En una realizacién preferida, la eritropoyetina andloga incluye residuos de aminoacidos GIn24, GIn38, GIn83 y
Alal26.

En una realizacion preferida, la proteina de fusién de EPOa es EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

En una realizacion preferida, una proteina de fusiéon de EPOa-ASh incluye de izquierda a derecha, una EPOa que
incluye residuos de aminoacidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26, un enlace peptidico, p. €j., un enlace peptidico con
la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y albimina sérica humana.

En una realizacién preferida, la proteina de fusién es de izquierda a derecha, EPO GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26,
un enlace peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y albimina sérica humana.

En una realizacién preferida, la proteina de fusién de EPOa-ASh incluye, de izquierda a derecha, alblimina sérica
humana, un enlace peptidico, p. ej., un enlace peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y una EPOa
que incluye residuos de aminodcidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26.

En una realizacién preferida, la proteina de fusion es de izquierda a derecha, albimina sérica humana, un enlace
peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

En otro aspecto, la invencion incluye un método para producir una proteina de fusiéon de EPOa-ASh transgénica, p.
ej., una fusién de EPOa-ASh descrita en este documento. El método incluye la provisién de un mamifero transgénico
no humano, p. €j., una cabra o vaca, que incluye un transgén que permite la expresion de la proteina de fusién de
EPOa-ASh; permitiendo que el transgén se exprese; y, preferentemente, recuperando la proteina de fusién de EPOa-
ASh de la leche de un animal transgénico no humano.

En realizaciones preferidas, la proteina de fusién de EPOa-ASh se produce en una glandula mamaria del mamifero
transgénico no humano, p. €j., un rumiante, p. €j., una cabra o una vaca.

En realizaciones preferidas, la proteina de fusién de EPOa-ASh se secreta en la leche del mamifero transgénico no
humano, p. €j., un rumiante, p. €j., un animal lechero, p. €j., una cabra o una vaca.

En realizaciones preferidas, la proteina de fusién de EPOa-ASh se produce bajo el control de un promotor especi-
fico de la glandula mamaria, p. €j., un promotor especifico de la leche, p. €j., una proteina sérica lactea o un promotor
de caseina. El promotor especifico de la leche puede ser un promotor de caseina, promotor de beta lactoglobulina,
promotor de proteina del dcido sérico o promotor de lactoalbimina. Preferentemente, el promotor es un promotor de
[ caseina caprina.
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En realizaciones preferidas, la proteina de fusién de EPOa-ASh se secreta en la leche de un mamifero transgénico
no humano en concentraciones de por lo menos alrededor de 0,2 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,75 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml, 3
mg/ml o més.

En una realizacién preferida, la EPOa incluye residuos de aminoacidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26.
En una realizacién preferida, la EPOa es EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

En una realizacion preferida, la proteina de fusiéon de EPOa-ASh incluye de izquierda a derecha, una EPOa que
incluye residuos de aminoacidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26, un enlace peptidico, p. €j., un enlace peptidico con
la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y albimina sérica humana.

En una realizacién preferida, la proteina de fusion es de izquierda a derecha, EPO GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26,
un enlace peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y albiimina sérica humana.

En una realizacion preferida, la proteina de fusién de EPOa-ASh incluye, de izquierda a derecha, albimina sérica
humana, un enlace peptidico, p. €j., un enlace peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y una EPOa
que incluye residuos de aminodcidos Gln24, GIn38, GIn83 y Alal26.

En una realizacién preferida, la proteina de fusion es de izquierda a derecha, albimina sérica humana, un enlace
peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly)s;-Ser-Pro) y EPO GIn24, GIn338, GIn83, Alal26.

En otro aspecto, la invencién incluye, un método para proveer una preparacion transgénica que incluye una proteina
de fusién de EPOa-ASh, p. ej., una proteina de fusion de EPOa-ASh descrita en este documento, en la leche de un
mamifero transgénico no humano. El método incluye: la provisién de un mamifero transgénico no humano con una
secuencia de codificacién de una proteina de fusién de EPOa-ASh conectada durante la operacién a una secuencia
promotora cuyo resultado es la expresién de la secuencia de codificacién de la proteina en las células epiteliales
de una gldndula mamaria, permitiendo la expresion de la proteina de fusion, y obteniéndose la leche del mamifero,
proporcionando de esta manera la preparacién transgénica no humana.

En una realizacion preferida, la secuencia de codificacion de la proteina de fusién de EPOa-ASh conectada durante
la operacién a una secuencia promotora se introduce en la linea germinal del mamifero transgénico no humano.

En una realizacion preferida, la eritropoyetina andloga incluye residuos de aminodcidos GIn24, GIn38, GIn&3 y
Alal26.

En una realizacién preferida, la EPOa es EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

En una realizacion preferida, la proteina de fusiéon de EPOa-ASh incluye de izquierda a derecha, una EPOa que
incluye residuos de aminoacidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26, un enlace peptidico, p. €j., un enlace peptidico con
la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly)3-Ser-Pro) y albiimina sérica humana.

En una realizacién preferida, la proteina de fusion es de izquierda a derecha, EPO GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26,
un enlace peptidico con la féormula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y albimina sérica humana.

En una realizacién preferida, la proteina de fusién de EPOa-ASh incluye, de izquierda a derecha, albimina sérica
humana, un enlace peptidico, p. €j., un enlace peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y una EPOa
que incluye residuos de aminodcidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26.

En una realizacion preferida, la proteina de fusion es de izquierda a derecha, albimina sérica humana, un enlace
peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly)s-Ser-Pro) y EPO GIn24, GIn338, GIn83, Alal26.

En otro aspecto, la invencién incluye, un método para proveer una preparacion transgénica que incluye una proteina
de fusion de EPOa-ASh, p. ej., una proteina de fusiéon de EPOa-ASh descrita en este documento, en la leche caprina o
bovina transgénica. El método incluye la provision de una cabra o vaca transgénica con una secuencia de codificacion
de una proteina de fusion de EPOa-ASh conectada durante la operacion a una secuencia promotora cuyo resultado es la
expresion de la secuencia de codificacion de la proteina en la células epiteliales de la glandula mamaria, permitiendo
que la proteina de la fusidn se exprese, y obteniéndose leche caprina o bovina, proporcionando de esta manera la
preparacion transgénica.

En una realizacién preferida, la eritropoyetina andloga incluye residuos de aminoacidos GIn24, GIn38, GIn83 y
Alal26.

En una realizacion preferida, la EPOa es EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.
En una realizacién preferida, la proteina de fusion de EPOa-ASh incluye de izquierda a derecha, una EPOa que
incluye residuos de aminoacidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26, un enlace peptidico, p. €j., un enlace peptidico con

la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly)3-Ser-Pro) y albimina sérica humana.
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En una realizacion preferida, la proteina de fusién es de izquierda a derecha EPO GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26,
un enlace peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y albiimina sérica humana.

En una realizacién preferida, la proteina de fusién de EPOa-ASh incluye, de izquierda a derecha, albimina sérica
humana, un enlace peptidico, p. €j., un enlace peptidico con la formula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y una EPOa
que incluye residuos de aminodcidos Gln24, GIn38, GIn83 y Alal26.

En una realizacion preferida, la proteina de fusion es de izquierda a derecha, albimina sérica humana, un enlace
peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

En otro aspecto, la invencién incluye, un organismo transgénico no humano, que incluye un transgén que codifica
una proteina de fusién de EPOa-ASh, p. ej., una proteina de fusién de EPOa-ASh descrita en este documento.

En una realizacién preferida, el organismo transgénico no humano es una planta o animal transgénico no humano.
Animales transgénicos no humanos preferidos incluyen: mamiferos; aves; reptiles; marsupiales; y anfibios no huma-
nos. Mamiferos no humanos adecuados incluyen: rumiantes; ungulados; mamiferos domesticados; y animales lecheros
no humanos. Animales no humanos particularmente preferidos incluyen: ratones, cabras, ovejas, camellos, conejos,
vacas, cerdos, caballos, bueyes y llamas. Aves adecuadas incluyen gallinas, gansos y pavos. Donde la proteina trans-
génica se secreta en la leche de un animal transgénico no humano, el animal debe tener la capacidad para producir por
lo menos 1, y con preferencia por lo menos 10, o 100, litros de leche no humana por afio.

En realizaciones preferidas, la proteina de fusiéon de EPOa-ASh se encuentra bajo el control de un promotor especi-
fico de la glandula mamaria, p. €j., un promotor especifico de la leche, p. ¢j., una proteina sérica lactea o un promotor
de caseina. El promotor especifico de la leche puede ser un promotor de caseina, promotor de beta lactoglobulina,
promotor de proteina del 4cido sérico o promotor de lactoalbimina. Preferentemente, el promotor es un promotor de
[ caseina caprina.

En realizaciones preferidas, la proteina de fusién de EPOa-ASh se secreta en la leche en concentraciones de por lo
menos alrededor de 0,2 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,75 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml, 3 mg/ml o més.

En una realizacién preferida, la EPOa incluye residuos de aminodcidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26.
En una realizacién preferida, la EPOa es EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

En una realizacion preferida, la proteina de fusion de EPOa-ASh incluye de izquierda a derecha, una EPOa que
incluye residuos de aminoacidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26, un enlace peptidico, p. €j., un enlace peptidico con
la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly)3-Ser-Pro) y albiimina sérica humana.

En una realizacién preferida, la proteina de fusion es de izquierda a derecha EPO GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26,
un enlace peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y albiimina sérica humana.

En una realizacion preferida, la proteina de fusién de EPOa-ASh incluye, de izquierda a derecha, albimina sérica
humana, un enlace peptidico, p. €j., un enlace peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y una EPOa
que incluye residuos de aminodcidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26.

En una realizacién preferida, la proteina de fusion es de izquierda a derecha, albimina sérica humana, un enlace
peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

En otro aspecto, la invencién incluye, una vaca, cabra u oveja transgénica, que incluye un transgén que codifica
una proteina de fusién de EPOa-ASh, p. ej., una proteina de fusién de EPOa-ASh descrita en este documento. En
realizaciones preferidas, la proteina de fusién de EPOa-ASh se encuentra bajo el control de un promotor especifico
de la glandula mamaria, p. ej., un promotor especifico de la leche, p. ej., una proteina sérica lactea o un promotor
de caseina. El promotor especifico de la leche puede ser un promotor de caseina, promotor de beta lactoglobulina,
promotor de proteina del dcido sérico o promotor de lactoalbimina. Preferentemente, el promotor es un promotor de
[ caseina caprina.

En realizaciones preferidas, la proteina de fusiéon de EPOa-ASh se secreta en la leche en concentraciones de por lo
menos alrededor de 0,2 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,75 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml, 3 mg/ml o mas.

En una realizacién preferida, la EPOa incluye residuos de aminodcidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26.
En una realizacién preferida, la EPOa es EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.
En una realizacion preferida, la proteina de fusién de EPOa-ASh incluye de izquierda a derecha una EPOa que

incluye residuos de aminoacidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26, un enlace peptidico, p. €j., un enlace peptidico con
la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly)3-Ser-Pro) y albimina sérica humana.
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En una realizacion preferida, la proteina de fusién es de izquierda a derecha EPO GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26,
un enlace peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y albiimina sérica humana.

En una realizacién preferida, la proteina de fusién de EPOa-ASh incluye, de izquierda a derecha, albimina sérica
humana, un enlace peptidico, p. €j., un enlace peptidico con la formula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y una EPOa
que incluye residuos de aminodcidos Gln24, GIn38, GIn83 y Alal26.

En una realizacion preferida, la proteina de fusion es de izquierda a derecha, albimina sérica humana, un enlace
peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

En otro aspecto, la invencién incluye una manada de animales transgénicos no humanos con por lo menos un animal
transgénico no humano hembra y uno macho, donde cada animal no humano incluye un transgén de proteina de fusién
de EPOa-ASh, p. €j., un transgén que codifica una proteina de fusién de EPOa-ASh descrita en este documento.

En una realizacién preferida, un animal transgénico no humano de la manada es un mamifero, ave, reptil, marsupial
o anfibio no humano. Mamiferos no humanos adecuados incluyen: rumiantes; ungulados; mamiferos domesticados;
y animales lecheros. Animales no humanos particularmente preferidos incluyen: ratones, cabras, ovejas, camellos,
conejos, vacas, cerdos, caballos, bueyes y llamas. Aves adecuadas incluyen gallinas, gansos y pavos. Donde la proteina
transgénica se secreta en la leche de un animal transgénico no humano, el animal debe tener la capacidad para producir
por lo menos 1, y con preferencia por lo menos 10, o 100, litros de leche no humana por afio.

En realizaciones preferidas, la proteina de fusién de EPOa-ASh se encuentra bajo el control de un promotor espe-
cifico de la glandula mamaria, p. ej., un promotor especifico de la leche, p. ej., una proteina sérica lactea o un promotor
de caseina. El promotor especifico de la leche es un promotor de caseina, promotor de beta lactoglobulina, promotor
de proteina del 4cido sérico o promotor de lactoalbimina.

En realizaciones preferidas, la proteina de fusiéon de EPOa-ASh se secreta en la leche en concentraciones de por lo
menos alrededor de 0,2 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,75 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml, 3 mg/ml o mas.

En una realizacién preferida, la EPOa incluye residuos de aminodcidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26.
En una realizacién preferida, la EPOa es EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

En una realizacién preferida, la proteina de fusién de EPOa-ASh incluye de izquierda a derecha, una EPOa que
incluye residuos de aminoacidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26, un enlace peptidico, p. €j., un enlace peptidico con
la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly)3-Ser-Pro) y albtimina sérica humana.

En una realizacion preferida, la proteina de fusién es de izquierda a derecha EPO GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26,
un enlace peptidico con la féormula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y albimina sérica humana.

En una realizacion preferida, la proteina de fusion de EPOa-ASh incluye, de izquierda a derecha, albtimina sérica
humana, un enlace peptidico, p. ej., un enlace peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y una EPOa
que incluye residuos de aminodcidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26.

En una realizacién preferida, la proteina de fusion es de izquierda a derecha, albimina sérica humana, un enlace
peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly)s;-Ser-Pro) y EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

En otro aspecto, la invencién incluye una composicién farmacéutica con una cantidad terapéutica efectiva de una
proteina de fusién de EPOa-ASh, p. €j., una proteina de fusién de EPOa-ASh descrita en este documento y un portador
farmacéuticamente aceptable.

En una realizacién preferida, la composicion incluye leche.

En una realizacién preferida, la EPOa incluye residuos de aminoécidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26.

En una realizacién preferida, la EPOa es EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

En una realizacién preferida, la proteina de fusion de EPOa-ASh incluye de izquierda a derecha una EPOa que
incluye residuos de aminoacidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26, un enlace peptidico, p. €j., un enlace peptidico con

la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly)3-Ser-Pro) y albiimina sérica humana.

En una realizacién preferida, la proteina de fusion es de izquierda a derecha EPO GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26,
un enlace peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y albimina sérica humana.

En una realizacion preferida, la proteina de fusion de EPOa-ASh incluye, de izquierda a derecha, albtimina sérica
humana, un enlace peptidico, p. ej., un enlace peptidico con la féormula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y una EPOa
que incluye residuos de aminodcidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26.
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En una realizacién preferida, la proteina de fusion es de izquierda a derecha, albimina sérica humana, un enlace
peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

Proporcionamos un “kit” que incluye una proteina de fusién de EPOa-ASh, p. ej., una proteina de fusién de
EPOa-ASh descrita en este documento, empaquetado con instrucciones para el tratamiento de un sujeto que necesita
eritropoyetina.

En una realizacion preferida, el sujeto es un paciente que sufre de anemia asociada con insuficiencia renal, enfer-
medad croénica, infeccién por el VIH, pérdida de sangre o cancer.

En otra realizacién preferida, el sujeto es un paciente preoperatorio.

En una realizacion preferida, la eritropoyetina andloga incluye residuos de aminoacidos GIn24, GIn38, GIn83 y
Alal26.

En una realizacién preferida, la EPOa es EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

En una realizacién preferida, la proteina de fusién de EPOa-ASh incluye de izquierda a derecha una EPOa que
incluye residuos de aminodcidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26, un enlace peptidico, p. €j., un enlace peptidico con
la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly)3-Ser-Pro) y albtimina sérica humana.

En una realizacién preferida, la proteina de fusion es de izquierda a derecha EPO GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26,
un enlace peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y albimina sérica humana.

En una realizacion preferida, la proteina de fusién de EPOa-ASh incluye, de izquierda a derecha, albimina sérica
humana, un enlace peptidico, p. €j., un enlace peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y una EPOa
que incluye residuos de aminodcidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26.

En una realizacién preferida, la proteina de fusion es de izquierda a derecha, albimina sérica humana, un enlace
peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

Proporcionamos una preparacién purificada de una proteina de fusién de EPOa-ASh, p. €j., una proteina de fusion
de EPOa-ASh descrita en este documento.

En realizaciones preferidas, la preparacion incluye por lo menos 1, 10, 100 6 1000 microgramos de la proteina de
fusion de EPOa-ASh. En realizaciones preferidas, la preparacion incluye por lo menos 1, 10, 100 6 1000 miligramos
de la proteina de fusion de EPOa-ASh.

En otro aspecto, la invencidén incluye una proteina de fusiéon de EPOa-ASh o una preparacién purificada de la
misma, donde la eritropoyetina andloga incluye residuos de aminoécidos GIln24, GIn38, GIn83 y Alal26.

En una realizacién preferida, la EPOa es EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

En realizaciones preferidas, la preparacion incluye por lo menos 1, 10, 100 6 1000 microgramos de la proteina de
fusion de EPOa-ASh. En realizaciones preferidas, la preparacién incluye por lo menos 1, 10, 100 6 1000 miligramos
de la proteina de fusiéon de EPOa-ASh.

En otro aspecto, la invencién incluye una proteina de fusion de EPOa-ASh o una preparacién purificada de la
misma; que incluye, de izquierda a derecha, una EPOa que incluye residuos de aminoédcidos GIn24, GIn38, GIn83 y
Alal26, un enlace peptidico, p. €j., un enlace peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y albimina
sérica humana.

En una realizacién preferida, la EPOa es EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

En una realizacion preferida, la proteina de fusién es de izquierda a derecha EPO GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26,
un enlace peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y albimina sérica humana.

En realizaciones preferidas, la preparacion incluye por lo menos 1, 10, 100 6 1000 microgramos de la proteina de
fusién de EPOa-ASh. En realizaciones preferidas, la preparacién incluye por lo menos 1, 10, 100 6 1000 miligramos
de la proteina de fusién de EPOa-ASh.

En otro aspecto, la invencién incluye una proteina de fusién de EPOa-ASh o una preparacion purificada de la
misma, que incluye, de izquierda a derecha, albimina sérica humana, un enlace peptidico, p. €j., un enlace peptidico
con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y una EPOa que incluye residuos de aminoédcidos GIn24, GIn38,
GIn83 y Alal26.

En una realizacién preferida, la EPOa es EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.
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En una realizacién preferida, la proteina de fusion es de izquierda a derecha, albimina sérica humana, un enlace
peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

En realizaciones preferidas, la preparacién incluye por lo menos 1, 10 6 100 miligramos de la proteina de fusién
de EPOa-ASh.

En realizaciones preferidas, la preparacion incluye por lo menos 1, 10 6 100 gramos de la proteina de fusion de
EPOa-ASh.

En otro aspecto, la invencién incluye el uso de una cantidad terapéutica efectiva de una proteina de fusién de EPOa-
ASh, p. €j., una proteina de fusién de EPOa-ASh descrita en este documento en la preparacién de un medicamento
para el tratamiento de un sujeto que sufre una insuficiencia renal, enfermedad crénica, infeccion por el VIH, pérdida
de sangre o cdncer.

En otra realizacién preferida, el sujeto es un paciente preoperatorio.

En realizaciones preferidas, 1a EPOa-ASh se administra repetidamente, p. €j., por lo menos dos, tres, cinco o 10
veces.

En una realizacion preferida, la eritropoyetina andloga incluye residuos de aminoacidos GIn24, GIn38, GIn83 y
Alal26.

En una realizacién preferida, la EPOa es EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.
En una realizacién preferida, la proteina de fusién de EPOa-ASh incluye de izquierda a derecha una EPOa que
incluye residuos de aminodcidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26, un enlace peptidico, p. €j., un enlace peptidico con

la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly)3-Ser-Pro) y albimina sérica humana.

En una realizacion preferida, la proteina de fusién es de izquierda a derecha EPO GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26,
un enlace peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y albiimina sérica humana.

En una realizacién preferida, la proteina de fusién de EPOa-ASh incluye, de izquierda a derecha, albimina sérica
humana, un enlace peptidico, p. €j., un enlace peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y una EPOa
que incluye residuos de aminodcidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26.

En una realizacién preferida, la proteina de fusion es de izquierda a derecha, albimina sérica humana, un enlace
peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

Proporcionamos un método para tratar a un sujeto que necesita eritropoyetina (hecho que no forma parte de la
invencién). El método incluye administrar o proporcionar al sujeto un acido nucleico que codifica una proteina de
fusién de EPOa-ASh, p. ej., una proteina de fusion descrita en este documento.

En una realizacién preferida, el 4cido nucleico se transfiere a una célula blanco del sujeto.

En una realizacién preferida, el dcido nucleico se transfiere o proporciona a un portador biolégicamente efectivo
p- €j., un vector de expresion.

En una realizacién preferida, el dcido nucleico se transfiere o proporciona en una célula, p. ej., una célula autdloga,
alogeneica o xenogeneica.

En una realizacién preferida, la EPOa incluye residuos de aminodcidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26.

En una realizacién preferida, la EPOa es EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

En una realizacién preferida, la proteina de fusién de EPOa-ASh incluye de izquierda a derecha una EPOa que
incluye residuos de aminodcidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26, un enlace peptidico, p. €j., un enlace peptidico con

la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly)3-Ser-Pro) y albimina sérica humana.

En una realizacion preferida, la proteina de fusién es de izquierda a derecha EPO GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26,
un enlace peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y albiimina sérica humana.

En una realizacién preferida, la proteina de fusién de EPOa-ASh incluye, de izquierda a derecha, albimina sérica
humana, un enlace peptidico, p. €j., un enlace peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y una EPOa
que incluye residuos de aminodcidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26.

En una realizacion preferida, la proteina de fusion es de izquierda a derecha, albimina sérica humana, un enlace
peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.
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Proporcionamos un método para producir un organismo transgénico no humano que contiene un transgén de EPOa-
ASh. El método incluye proporcionar a una célula o formar en ella un organismo no humano, un transgén de EPOa-
ASh, p. ej., un transgén que codifique una proteina de fusién de EPOa-ASh descrita en este documento; y permitir que
la célula, o un descendiente de la célula, dé lugar a un organismo transgénico no humano.

En una realizacion preferida, el organismo transgénico no humano es una planta o animal transgénico. Animales
transgénicos preferidos incluyen: mamiferos; aves; reptiles;marsupiales; y anfibios. Mamiferos no humanos adecuados
incluyen: rumiantes; ungulados; mamiferos domesticados; y animales lecheros. Animales no humanos particularmente
preferidos incluyen: ratones, cabras, ovejas, camellos, conejos, vacas, cerdos, caballos, bueyes y llamas. Aves adecua-
das incluyen gallinas, gansos y pavos. Donde la proteina transgénica se secreta en la leche de un animal transgénico no
humano, el animal no humano debe tener la capacidad para producir por lo menos 1, y con preferencia por lo menos
10, o 100, litros de leche por afio.

En realizaciones preferidas, la proteina de fusion de EPOa-ASh se encuentra bajo el control de un promotor especi-
fico de la glandula mamaria, p. €j., un promotor especifico de la leche, p. €j., una proteina sérica lactea o un promotor
de caseina. El promotor especifico de la leche puede ser un promotor de caseina, promotor de beta lactoglobulina,
promotor de proteina del dcido sérico o promotor de lactoalbimina. Preferentemente, el promotor es un promotor de
[ caseina caprina.

En realizaciones preferidas, el organismo no humano es un mamifero no humano, y la proteina de fusién de EPOa-
ASh se secreta en la leche del animal transgénico no humano en concentraciones de por lo menos alrededor de 0,2
mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,75 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml, 3 mg/ml o mas.

En una realizacién preferida, la EPOa incluye residuos de aminoécidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26.
En una realizacién preferida, la EPOa es EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

En una realizacion preferida, la proteina de fusion de EPOa-ASh incluye de izquierda a derecha una EPOa que
incluye residuos de aminoacidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26, un enlace peptidico, p. €j., un enlace peptidico con
la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly)3-Ser-Pro) y albiimina sérica humana.

En una realizacién preferida, la proteina de fusion es de izquierda a derecha EPO GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26,
un enlace peptidico con la féormula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y albtiimina sérica humana.

En una realizacion preferida, la proteina de fusion de EPOa-ASh incluye, de izquierda a derecha, albtimina sérica
humana, un enlace peptidico, p. ej., un enlace peptidico con la féormula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y una EPOa
que incluye residuos de aminodcidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26.

En una realizacién preferida, la proteina de fusién es de izquierda a derecha, albimina sérica humana, un enlace
peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly)s;-Ser-Pro) y EPO GIn24, GIn338, GIn83, Alal26.

Proporcionamos una proteina de eritropoyetina andloga (EPOa), o una preparacion purificada de la misma, p. €j.,
la mitad EPOa de una proteina de fusién de EPOa-ASh descrita en este documento, donde se altera por lo menos un
residuo de aminodcido de manera tal que un sitio que actiia como sitio de glicosilaciéon en la EPO no actia como el
sitio de glicolisacién en la EPOa, p. €j., una EPOa en donde por lo menos un residuo de aminodcido que puede actuar
como sitio de glicosilacion en la eritropoyetina se altera, p. €j., por sustitucién o delecién, de manera tal que no actda
como sitio de glicosilacion.

En una realizacion preferida, la eritropoyetina andloga incluye residuos de aminodcidos GIn24, GIn38, GIn&3 y
Alal26.

En una realizacién preferida, la EPOa es EPO GIn24, GIn38, GIn83, Alal26.

En otro aspecto, la invencion incluye, un dcido nucleico aislado con una secuencia nucleétida que codifica una
EPOa descrita en este documento.

En otro aspecto, la invencidén incluye un vector de expresién o un constructo que incluye un acido nucleico de la
EPOa descrito en este documento.

En una realizacion preferida, el vector o constructo incluye ademds: un promotor; un marcador seleccionable; un
origen de la duplicacién; o un ADN homdlogo a una especie que no sea humana, p. ej., ADN caprino.

En otro aspecto, la invencion incluye una célula que incluye un vector o constructo que incluye un dcido nucleico
de la EPOa descrito en este documento.

Una preparacion purificada, preparacion sustancialmente pura de un polipéptido, o un polipéptido aislado tal como
se usa en este documento, significa un polipéptido que se ha separado por lo menos de otra proteina, lipido o acido
nucleico con el cual se suscita en la célula u organismo no humano que lo expresa, p. €j., de una proteina, lipido o 4cido
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nucleico en un animal transgénico no humano o en un fluido, p. €j., leche u otra sustancia, p. €j., un huevo producido
por un animal transgénico no humano. Preferentemente, el polipéptido se separa de las sustancias, p. €j., anticuerpos o
matriz de gel, p. ej., poliacrilamida, que se utilizan para purificarlo. Preferentemente, el polipéptido constituye por lo
menos el 10, 20, 50, 70, 80 6 95% del peso seco de la preparacion purificada. Preferentemente, la preparacion contiene:
suficiente polipéptido que permite el secuenciamiento de la proteina: por lo menos 1, 10 6 100 ug del polipéptido; por
lo menos 1, 10 6 100 mg del polipéptido.

Tal como se usa en este documento, “albiimina sérica humana” o “ASh” se refiere al polipéptido que contiene
la secuencia aminodcida descrita por Minghetti et al. Biol. Chem. 261:6747-6757, 1986; Lawn et al. Nucl. Acids
Res. 9:6103, 1981. En realizaciones preferidas, se incluyen variaciones de la secuencia donde ha habido sustitucion,
insercion o delecion de uno o hasta dos, cinco, 10 6 20 residuos de aminodacidos.

Las variantes tendrdn sustancialmente la misma inmunogenicidad, p. ej., ratones, ratas, conejos, primates, babuinos
o humanos, asi como la ASh. Las variantes, cuando se incorporan a una proteina de fusién que incluye EPOa, tendran
como resultado una EPOa-ASh, una fusién que tiene un tiempo de depuracién similar, p. €j., en lauchas, conejos o
humanos, y actividad asi como una proteina de fusién que incluye la EPOa y ASh. Tal como se usa en este documento,
“eritropoyetina” o “EPO” se refiere a una hormona glicoproteica involucrada en la maduracion de células progenitoras
de eritroides a eritrocitos. La secuencia de la EPO se encuentra en Powell, J.S., et al, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU.,
83:6465-6469 (1986).

Un 4cido nucleico sustancialmente puro es un 4cido nucleico que es uno o ambos de: no inmediatamente contiguo
con una o ambas de las secuencias, p. €j., secuencias de codificacion, con la cual es inmediatamente contiguo (es
decir, una en el extremo de 5’ y una en el extremo de 3’) en el genoma del organismo que sucede naturalmente del
cual se deriva el 4cido nucleico; o que es sustancialmente libre de una secuencia del dcido nucleico con la cual sucede
en el organismo del cual se deriva el acido nucleico. El término incluye, por ejemplo, un ADN recombinante que
se incorpora a un vector, p. €j., en un plasmido o virus que se duplica auténomamente, o en el ADN gendémico de
un organismo procariético o eucaritico no humano, o que existe como molécula separada (p. ej., un ADNc o un
fragmento de ADN gendémico producido por una reaccién en cadena de la polimerasa (RCP) o por tratamiento de
restriccion de la endonucleasa) independiente de otras secuencias de ADN. El ADN sustancialmente puro incluye
también un ADN recombinante que es parte de un gen hibrido que codifica otra secuencia de la proteina de fusion de
EPOa-ASh.

Homologfa, o identidad secuencial, tal como se usa en este documento, se refiere a la similitud de secuencia entre
dos moléculas polipéptidas o entre dos moléculas de dcido nucleico. Cuando una posicion en la primera secuencia
estd ocupada por el mismo residuo de aminoacido o nucledtido como en la posicién correspondiente de la segunda
secuencia, entonces las moléculas son homdlogas en esa posicion (es decir, tal como se usa en este documento,
“homologia” de aminodcidos o dcidos nucleicos es equivalente a “identidad” de aminodcidos o 4cidos nucleicos).
El porcentaje de homologia entre las dos secuencias es una funcién de la cantidad de posiciones idénticas compartidas
por las secuencias (es decir, % de homologia = cantidad de posiciones idénticas / cantidad total de posiciones x 100).
Por ejemplo, si 6 de 10 de las posiciones en dos secuencias se hacen corresponder o son homélogas, entonces las
dos secuencias tienen una homologia del 60% o una identidad secuencial del 60%. Como ejemplo, las secuencias
ATTGCC y TATGGC de ADN comparten una homologia o identidad secuencial del 50%. Por lo general, se hace una
comparacién cuando dos secuencias estdn alineadas y presentan una homologia o identidad secuencial maxima.

La comparacién de secuencias y la determinacién del porcentaje de homologia entre dos secuencias se pueden
lograr utilizando un algoritmo matemadtico. Un ejemplo preferido no restrictivo de un algoritmo matematico utilizado
para la comparacion de secuencias es el algoritmo de Karlin y Altschul (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 87:2264-
68, modificado segin Karlin y Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 90:5873-77. Dicho algoritmo se incor-
pora en los programas NBLAST y XBLAST (versién 2.0) de Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-10. Una
busqueda de nucleétidos BLAST se puede realizar con el programa NBLAST, puntaje = 100, longitud de palabra =
12 para obtener secuencias nucledtidas homélogas a las moléculas de 4cido nucleico ITALY de la invencién. Una
busqueda de proteinas BLAST se puede realizar con el programa XBLAST, puntaje = 50, longitud de palabra = 3
para obtener secuencias de aminodcidos homdlogas a las moléculas de proteina ITALY de la invencién. Para obtener
alineamientos espaciados a titulo comparativo, se puede utilizar Gapped BLAST tal como se describe en Altschul
et al., (1997) Nucleic Acids Res. 25(17):3389-3402. Cuando se utilizan los programas BLAST y Gapped BLAST,
se pueden utilizar los pardmetros predeterminados de los respectivos programas (p. ej., XBLAST y NBLAST). Ver
http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Otro ejemplo preferido no restrictivo de un algoritmo matematico utilizado para la com-
paracién de secuencias es el algoritmo de Myers y Miller, CABIOS (1989). Dicho algoritmo estd incorporado en el
programa ALIGN (version 2.0) que forma parte del paquete de software de alineacion de secuencias GCG. Cuando se
utiliza el programa ALIGN para comparar secuencias de aminodcidos, se puede aplicar una tabla de residuos de peso
PAM120, una penalidad por longitud de espaciamiento de 12 y una penalidad por espaciamiento de 4.

En el presente documento, los términos péptidos, proteinas y polipéptidos se utilizan intercambiablemente.

Tal como se usa en este documento, el término transgén significa una secuencia de 4cido nucleico (que codifica, p.
ej., uno o mas polipéptidos de la proteina de fusiéon de EPOa-ASh), que se introduce en el genoma de un organismo
transgénico no humano. Un transgén puede incluir una o mds secuencias regulatorias transcripcionales y otros dcidos
nucleicos, como intrones, que pueden ser necesarios para la expresion y secrecion 6ptimas de un acido nucleico que
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codifica la proteina de fusién. Un transgén puede incluir una secuencia intensificadora. Una secuencia de una proteina
de fusién de EPOa-ASh puede estar conectada durante la operacién a un promotor especifico de tejido, p. €j., la
secuencia del promotor especifico de la glandula mamaria cuyo resultado es la secrecién de la proteina en la leche de
un mamifero transgénico no humano, un promotor especifico de la orina o un promotor especifico del huevo.

Tal como se usa en este documento, el término “célula transgénica” se refiere a una célula que contiene un transgén.

Un organismo transgénico no humano, tal como se usa en este documento, se refiere a un animal o planta transgé-
nica no humana.

Tal como se usa en este documento, un “animal transgénico no humano” es un animal no humano en el cual
una o mas, y preferentemente todas las células del animal no humano contienen un transgén introducido mediante la
intervencién humana, tal como las técnicas transgénicas conocidas en este campo. El transgén puede introducirse en la
célula, directa o indirectamente, mediante la introduccién de un precursor de la célula, por medio de una manipulacién
genética deliberada, como por ejemplo con microinyeccién o con infeccidn por un virus recombinante.

Otras caracteristicas y ventajas de esta invencién se pondrdn de manifiesto después de considerar la siguiente
descripcion detallada y las reivindicaciones.

Descripcion detallada
Primero se describen los dibujos.

La figura I es un diagrama esquematico de constructos de la fusiéon de EPOa-ASh. Los asteriscos indican los sitios
de glicosilacién de eritropoyetina humana nativa.

La figura 2 es una fotografia del anélisis de mancha Western de células COS7 transfectadas en forma transitoria
con constructos de ADNc de EPOa-ASh.

Glicosilacion

EPO es una hormona glicoproteica que media en la maduracién de células progenitoras de eritroides a eritrocitos.
Desempeifia un papel importante en la regulacion del nivel de hematies en circulacién. El higado produce naturalmente
la EPO durante la vida fetal y en adultos, el rifién y circula en la sangre y estimula la produccién de hematies en la
médula 6sea.

Muchas superficies celulares y proteinas de secrecion producidas por las células eucaridticas son modificadas por
la conexién de uno o mas grupos oligosacaridos. La modificacién que se conoce como glicosilaciéon puede afectar
radicalmente las propiedades fisicas de las proteinas y puede ser importante en la estabilidad, secrecién y localizacién
de las proteinas.

La glicosilacién se suscita en sitios especificos a lo largo del eje polipeptidico. Por lo general, hay dos tipos
principales de glicosilacidn: la glicosilacién que se caracteriza por los oligosacdridos con enlace O, que se unen a los
residuos de serina o treonina; y la glicosilacién que se caracteriza por los oligosacdridos con enlace N, que se unen a
los residuos de asparragina en una secuencia Asn-X-Ser/Thr, donde X puede ser un aminoédcido que no sea prolina.
El 4cido N-acetil-neuraminico (en adelante, 4cido sidlico) es, por lo general, el residuo terminal de los oligosacaridos
con enlace N y con enlace O.

La EPO derivada de la orina humana contiene tres cadenas de oligosacdridos con enlace N y una con enlace O.
La glicosilacién con enlace N se suscita en los residuos de asparragina en las posiciones 24, 38 y 83, mientras que la
glicosilacién con enlace O se suscita en un residuo de serina en la posicién 126 (Lai et al. J. Biol. Chem. 261, 3116
(1986); Broudy et al, Arch. Biochem. Biophys. 265, 329 (1988).

Tal como se describe en este documento, las EPO andlogas de la invencién han sido modificadas de manera que
se elimine la glicosilacién en uno, dos, tres o todos estos sitios, p. ej., por sustitucién o delecién del residuo de un
aminodcido.

Glicosilacion de EPO andloga

Una EPO anéloga puede ser distinta de una EPO natural o recombinante en uno o mds de los siguientes aminodci-

dos: Asn24, Asn38, Asn83 o Ser126. En una EPOa, la secuencia principal puede cambiarse de manera tal que uno o

mads de estos residuos no apoye la glicosilacion.

Andlogos preferidos se incluyen en la lista a continuacion, donde, Xaa es un aminodcido que no apoya el enlace
con un residuo de azicar. p. ej., Gln o Ala.
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24 38 83 126
Tipo salvaje Asn Asn Asn Ser
EPOa-1 Xaa Xaa Xaa Xaa
EPOa-2 Asn Xaa Xaa Xaa
EPOQOa-3 Xaa Asn Xaa Xaa
EPOa-4 Xaa Xaa Asn Xaa
EPOa-5 Xaa Xaa Xaa Ser
EPOa-6 Asn Asn Xaa Xaa
EPOa-7 Asn Xaa Asn Ser
EPQa-8 Xaa Asn Asn Xaa
EPOa-9 Xaa Asn Asn Ser
EPQOa-10 Xaa Xaa Asn Ser
EPOa-11 Xaa Asn Xaa Ser
EPQOa-12 Asn Xaa Asn Xaa
EPQOa-13 Asn Xaa Asn Ser
EPQOa-14 Asn Asn Asn Xaa
EPOa-15 Asn Asn Xaa Ser

Una EPOa puede ser distinta de una EPO tnicamente en uno o mas o en todos los sitios
24, 38, 83 y 126 o puede tener otras sustituciones y/o deleciones de aminoacidos tal como se

describe abajo.

Secuencias de codificacion de la proteina de fusion de EPOa-ASh

La fusidn preferida de EPOa-ASh tiene una EPOa conectada a una molécula ASh pero existen otras conformacio-
nes en la invencidn. P. ej., las proteinas de fusion de EPOa-ASh pueden tener cualquiera de las siguientes féormulas: R, -
L-R,; R)-L-R;; Ri-L-R,-L-R;; 0 R,-L-R;-L-R;; Ri-R,; Ry-Ry; Ri-Ry-R;; 0 R;-R -R,; donde R, es una EPO anéloga,
R, es ASh, y L es una secuencia de un enlace peptidico.

Los dominios de EPOa y ASh estdn conectados entre si, preferentemente por medio de una secuencia de enlace. La
secuencia de enlace debe separar a los dominios de EPOa y ASh con una distancia suficiente para asegurarse de que
cada dominio pueda plegarse correctamente en sus estructuras secundaria y terciaria. Las secuencias de enlace preferi-
das (1) deben adoptar una conformacién extendida flexible, (2) no deben ser propensas al desarrollo de una estructura
secundaria ordenada que pudiera interactuar con los dominios de EPOa y Ash funcionales, y (3) deben tener un carac-
ter hidrofébico o cargado minimo que pudiera promover la interaccién con los dominios de las proteinas funcionales.
Los amino4cidos tipicos de superficie en regiones de protefnas flexibles incluyen Gly, Asn y Ser. Las permutaciones
de las secuencias de aminodcidos que contienen Gly, Asn y Ser debieran satisfacer los criterios anteriores para una
secuencia de enlace. También se pueden usar en la secuencia de enlace otros aminodcidos casi neutros, como Thr y
Ala.

Se puede utilizar una secuencia de enlace con una longitud de 20 aminodcidos para proporcionar una separacion
de dominios de proteinas funcionales adecuada, aunque también se pueden utilizar secuencias de enlaces mas cortas
o largas. La longitud de la secuencia de enlace que separa la EPOa y la ASh puede ser de 5 a 500 aminoécidos o
mas, preferentemente de 5 a 100 aminoécidos. Preferentemente, la secuencia de enlace tiene una longitud de aproxi-
madamente 5 a 30 aminodcidos. En realizaciones preferidas, la secuencia de enlace es de aproximadamente 5 hasta
aproximadamente 20 aminodacidos y favorable de aproximadamente 10 hasta aproximadamente 20 aminodcidos. Las
secuencias de aminodcidos ttiles como enlaces de EPOa y ASh incluyen, entre otras, (SerGly,), donde y es mayor o
igual a 8, o Gly,SerGlysSer. Una secuencia de enlace preferido tiene la férmula (SerGly,), Otro enlace preferido tiene
la secuencia ((Ser-Ser-Ser-Ser-Gly);-Ser-Pro).
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Las proteinas de la EPOa y ASh se pueden fusionar directamente sin una secuencia de enlace. Las secuencias
de enlaces son innecesarias cuando las proteinas que se fusionan tienen regiones de aminoacidos con terminales N
o C no esenciales que pueden utilizarse para separar los dominios funcionales y evitar la interferencia estérica. En
realizaciones preferidas, el término C de la EPOa se puede fusionar directamente con el término N de la ASh, o el
término C de la ASh se puede fusionar directamente con el término N de la EPOa.

Produccion con recombinante

Se puede preparar una proteina de fusion de EPOa-ASh con técnicas de ADN recombinante estandar utilizando una
molécula de 4cido nucleico que codifique la proteina de fusién. Una secuencia nucleétida que codifica una proteina de
fusién puede sintetizarse por métodos de sintesis de ADN estdndar.

Un 4cido nucleico que codifica una proteina de fusién puede introducirse en una célula anfitriona, p. €j., una célula
de una linea celular primaria o inmortalizada. Las células del recombinante se pueden utilizar para producir la proteina
de fusién. Un 4cido nucleico que codifica una proteina de fusién puede introducirse en una célula anfitriona, p. e€j.,
mediante recombinacién homéloga. En la mayoria de los casos, un 4cido nucleico que codifica la proteina de fusién
de EPOa-ASh se incorpora en un vector de expresion recombinante.

La secuencia nucleétida que codifica una proteina de fusién puede estar conectada durante la operacién a una o
mads secuencias regulatorias, seleccionadas en base a las células anfitrionas que se utilizardn para la expresion. Se
entiende por “conectado durante la operacién” que las secuencias que codifican el compuesto de la proteina de fusién
estan conectadas a la(s) secuencia(s) regulatoria(s) de manera tal que permiten la expresion de la proteina de fusion.
El término “secuencia regulatoria” se refiere a los promotores, intensificadores y otros elementos de control de expre-
sién (p. ej., sefiales de poliadenilacién). Tales secuencias regulatorias se describen, por ejemplo, en Goeddel; Gene
Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990), el contenido del cual se
incorpora al presente documento por referencia. Las secuencias regulatorias incluyen aquellas que dirigen la expresion
constitutiva de una secuencia nucleétida en muchos tipos de células anfitrionas, aquellas que dirigen la expresion de
la secuencia nucledtida dnicamente en ciertas células anfitrionas (p. €j., secuencias regulatorias especificas de tejido)
y aquellas que dirigen la expresion de manera regulatoria (p. ej., inicamente en la presencia de un agente inductor).
Aquellos que dominan el campo, apreciardn el hecho que el disefio del vector de expresién puede depender de factores
tales como la seleccion de la célula anfitriona a transformarse, el nivel de expresion de la proteina de fusién deseado y
otros similares. Los vectores de expresion de la proteina de fusién pueden introducirse en las células anfitrionas para
producir proteinas de fusién codificadas por 4cidos nucleicos.

Pueden disefarse vectores de expresion recombinante para la expresion de proteinas de fusion en células proca-
ridticas o eucaridticas. Por ejemplo, las proteinas de fusién se pueden expresar en células bacterianas como E. coli,
células de insectos (p. €j., en el sistema de expresion del baculovirus), células de levaduras y células de mamiferos.
Algunas células anfitrionas adecuadas se discuten en detalle en Goeddel; Gene Expression Technology: Methods in
Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Ejemplos de vectores por expresion en levadura S. ce-
revisiae incluye pYepSecl (Baldari ef al., (1987) EMBO J.6:229-234), pMFa (Kurjan and Herskowitz, (1982) Cell
30:933-943), pJRYS88 (Schultz et al., (1987) Gene 54:113-123), y pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, CA).
Los vectores de baculovirus disponibles para expresion de las proteinas de fusién en células cultivadas de insectos (p.
€j., células Sf9) incluyen la serie pAc (Smith et al., (1983) Mol. Cell. Biol. 3:2156-2165) y la serie pVL (Lucklow,
V.A., and Summers, M. D., (1989) Virology 170:31-39).

Ejemplos de vectores de expresiéon mamifera incluyen pCDMS (Seed, B., (1987) Nature 329:840) y pMT2PC
(Kaufman et al. (1987), EMBO J. 6:187-195). Cuando se usan en células mamiferas, las funciones de control del
vector de expresion a menudo las proporcionan los elementos virales regulatorios. Por ejemplo, los promotores que se
usan normalmente son derivados del polioma, adenovirus tipo 2, citomegalovirus y virus simiano 40.

Ademas de las secuencias de control regulatorio descritas anteriormente, el vector de expresion recombinante
puede contener secuencias nucledtidas adicionales. Por ejemplo, el vector de expresion recombinante puede codificar
un gen marcador seleccionable para identificar las células anfitrionas que han incorporado el vector. Ademas, para
facilitar la secrecion de la proteina de fusion de una célula anfitriona, especialmente en células anfitrionas mamiferas,
el vector de expresion recombinante puede codificar una secuencia de sefiales conectadas durante la operacién a
secuencias que codifican el término amino de la proteina de fusién de manera tal que cuando se expresa, la proteina
de la fusién se sintetiza con la secuencia de la sefial fusionada a su término amino. Esta secuencia de sefiales dirige
la proteina de fusion a la via de secrecion de la célula y luego se divide permitiendo la liberacion de la proteina de
fusién madura (p. ej., la proteina de fusion sin la secuencia de sefiales) de la célula anfitriona. El uso de una secuencia
de sefiales para facilitar la secrecion de proteinas o péptidos de las células anfitrionas mamiferas es bien conocido en
este campo.

El ADN del vector puede introducirse en las células procariéticas o eucaridticas mediante técnicas convencionales
de transformacidn o transfeccion. Tal como se usa en este documento, los términos “transformacién” y “transfeccién”
se refieren a una variedad de técnicas reconocidas en este campo para la introduccién de acido nucleico fordneo
(p- €j., ADN) en una célula anfitriona, incluso coprecipitacion de fosfato de calcio o cloruro de calcio, transfeccion
mediada por DEAE-dextran, lipofeccidn, electroporacién, microinyeccion y transfeccion mediada por virus. Métodos
adecuados para la transformacién o transfecciéon de células anfitrionas se encuentran en Sambrook et al. (Molecular
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Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)) y en otros manuales de
laboratorio.

A menudo Unicamente una pequefia fraccion de células mamiferas integra el ADN fordneo en su genoma. Para
identificar y seleccionar estos integrantes, un gen que codifica un marcador seleccionable (p. ej., resistencia a anti-
bidticos) se puede introducir en las células anfitrionas con el gen que codifica la proteina de fusién. Los marcadores
seleccionables preferidos incluyen aquellos que confieren resistencia a los farmacos, como G418, higromicina y me-
totrexato. El 4cido nucleico que codifica a un marcador seleccionable puede introducirse en una célula anfitriona en
el mismo vector que el que codifica la proteina de fusién o en un vector separado. Las células transfectadas estables
con la introduccién del 4cido nucleico pueden identificarse por la seleccion del farmaco (p. ej., las células que tienen
incorporado un gen marcador seleccionable sobrevivirdn, mientras que las otras células se morirdn).

Un vector de expresion recombinante se puede transcribir y traducir in vitro, por ejemplo, utilizando secuencias
regulatorias del promotor T7 y polimerasa T7.

Mamiferos transgénicos

Los métodos para generar animales transgénicos no humanos se describen en este documento. Los constructos de
ADN pueden introducirse en la linea germinal de un mamifero no humano para crear un mamifero transgénico no
humano. Por ejemplo, una o varias copias del constructo pueden incorporarse en el genoma del embrién mamifero no
humano por medio de técnicas transgénicas estdndar.

A menudo es conveniente expresar la proteina transgénica en la leche de un mamifero transgénico no humano. Se
prefieren mamiferos no humanos que producen gran cantidad de leche y que tienen un periodo de lactancia prolongado.
Mamiferos no humanos preferidos son los rumiantes, p. ej., vacas, ovejas, camellos o cabras, p. €j., cabras de origen
suizo, p. €j., cabras de raza Alpina, Saanen y Toggenburg. Otros animales preferidos incluyen los bueyes, los conejos
y los cerdos.

En una realizacién ejemplar, un animal transgénico no humano se produce por medio de la introduccién de un
transgén en la linea germinal del animal no humano. Los transgenes pueden introducirse en las células blanco embrio-
nales no humanas en varias etapas de desarrollo. Se utilizan diferentes métodos dependiendo de la etapa de desarrollo
de la célula blanco embrional no humana. De ser posible, las lineas especificas de un animal no humano debieran
seleccionarse en general por buena salud, buen rendimiento de embriones, buena visibilidad pronuclear en el embrién
y buena capacidad de reproduccion.

La introduccién del transgén de la proteina de fusién de EPOa-ASh en el embrién no humano puede lograrse por
diferentes medios conocidos en el campo, tal como microinyeccion, electroporacién o lipofeccién. Por ejemplo, un
transgén de la proteina de fusiéon de EPOa-ASh se puede introducir en un mamifero no humano mediante microin-
yeccion del constructo en los pronicleos de los huevos fertilizados de mamiferos para producir una o mds copias del
constructo a ser retenido en las células del mamifero no humano en desarrollo. Después de la introduccién del cons-
tructo del transgén en un huevo fertilizado, el huevo se puede incubar in vitro durante un tiempo variado o reimplantar
en la anfitriona suplente o de alquiler no humana, o ambos. Otro método comun es incubar in vitro los embriones
no humanos durante aproximadamente 1 a 7 dias, dependiendo de la especie, y luego reimplantarlos en la anfitriona
suplente no humana.

Se pueden hacer pruebas en la progenie de los embriones no humanos manipulados transgénicamente para deter-
minar la presencia del constructo por medio del andlisis de mancha Southern de un segmento tisular. Puede utilizarse
un embrién no humano con una o més copias del constructo clonado exdégeno integrado en forma estable en el genoma
para establecer una linea mamifera transgénica permanente que acarrea el constructo agregado transgénicamente.

La cria de los mamiferos no humanos alterados transgénicamente se puede evaluar después del nacimiento con
respecto a la incorporacién del constructo en el genoma de la cria. Esto se puede realizar hibridando una sonda
correspondiente a la codificacion de la secuencia de ADN para la proteina de fusién o un segmento de la misma en
el material cromosémico de la progenie. La progenie mamifera no humana que contiene por lo menos una copia del
constructo en su genoma se cria hasta su madurez. Las especies femeninas no humanas de esta progenie producirdn
la proteina deseado en la leche o junto con ella. Los mamiferos transgénicos no humanos pueden reproducirse para
producir otra progenie transgénica no humana util en la produccién de las proteinas deseadas en su leche.

Se pueden realizar pruebas en las hembras transgénicas no humanas para determinar la secrecién de proteinas en
la leche, utilizando una técnica de ensayo conocida en el campo, p. €j.,una mancha Western o un ensayo enzimético.

Produccion de proteina transgénica en la leche de un animal transgénico

Promotores especificos de la leche

Promotores transcripcionales ttiles son aquellos promotores que se activan preferentemente en las células epitelia-
les mamarias, incluso los promotores que controlan los genes que codifican las proteinas de la leche como las caseinas,

beta lactoglobulina (Clark ef al., (1989) Bio/Technology 7:487-492), proteina del dcido sérico (Gorton et al. (1987)
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Bio/Technology 5:1183-1187), y lactoalbimina (Soulier et al., (1992) FEBS Letts. 297:13). Se puede utilizar el promo-
tor del gen de la caseina alfa, beta, gamma o kappa de cualquier especie de mamifero para proporcionar una expresion
mamaria; un promotor preferido es el promotor del gen de la caseina beta caprina (DiTullio, (1992) Bio/Technology
10:74-77). El promotor de la proteina especifica de la leche o los promotores que se activan especificamente en el
tejido mamario se puede aislar del ADNc o de las secuencias gendmicas. Preferentemente, son de origen gendmico.

La informacién de la secuencia de ADN para los genes especificos de la glandula mamaria mencionados arriba, se
encuentra en por lo menos uno y a menudo en varios organismos. Ver, p. €j., Richards et al., J. Biol. Chem. 256, 526-
532 (1981) (rata, a-lactalbimina); Campbell et al., Nucleic Acids Res.12, 8685-8697 (1984) (rata, proteina acidica
del suero); Jones et al., J. Biol. Chem. 260, 7042-7050 (1985) (rata, B-caseina); Yu-Lee & Rosen, J. Biol. Chem.
258, 10794-10804 (1983) (rata, y-caseina); Hall, Biochem. J. 242, 735-742 (1987) (a-lactalbimina humana); Stewart,
Nucleic Acids Res. 12, 389 (1984) (ADNCc caseinas asl y k-bovina); Gorodetsky et al.,, Gene 66, 87-96 (1988) (58
caseina bovina); Alexander et al., Eur. J. Biochem. 178, 395-401 (1988) (x-caseina bovina); Brignon et al., FEBS Lett.
188, 48-55 (1977) (@S2 caseina bovina); Jamieson et al., Gene 61, 85-90 (1987), Ivanov et al., Biol. Chem. Hoppe-
Seyler 369, 425-429 (1988) Alexander et al., Nucleic Acids Res. 17, 6739 (1989) (8 lactoglobulina bovina); Vilotte
et al., Biochimie 69, 609-620 (1987) (a-lactalbimina bovina). La estructura y funcién de los distintos genes de la
proteina de leche se estudian en Mercier & Vilotte, J. Dairy Sci. 76, 3079-3098 (1993) (incorporado por referencia
en su totalidad para cualquier propdsito). Si las secuencias flanqueadas adicionales son ttiles en la optimizacién de
la expresion, dichas secuencias se pueden clonar utilizando las secuencias existentes como ensayos. Las secuencias
regulatorias especificas de la glandula mamaria de diferentes organismos se pueden obtener evaluando bibliotecas de
dichos organismos utilizando secuencias nucledtidas relacionadas o anticuerpos para relacionar las proteinas como
ensayos.

Secuencias de sefiales

Las secuencias de sefiales ttiles son secuencias de sefiales especificas de la leche u otras secuencias de sefiales
que secretan proteinas eucaridticas o procaridticas. Preferentemente, la secuencia de la sefial se selecciona de las
secuencias de sefales especificas de la leche, p. €j., es de un gen que codifica un producto que se secreta en la leche.
Con preferencia, la secuencia de la sefial especifica de la lecha se relaciona con el promotor especifico de la leche
utilizado en el sistema de expresion de esta invencion. El tamafio de la secuencia de sefial no es critico para esta
invencién. Todo lo que se requiere es que la secuencia tenga un tamafio suficiente para que se produzca la secrecién
de la proteina recombinante deseada, p. €j., en el tejido mamario. Por ejemplo, las secuencias de sefiales de los genes
que codifican las caseinas, p. €j., las caseinas alfa, beta, gamma o kappa, la beta lactoglobulina, la proteina del 4cido
sérico y la lactoalbtiimina, son ttiles en esta invencién. Una secuencia de sefial preferida es la secuencia de sefial de 8
caseina caprina.

También se pueden usar las secuencias de sefiales de otras proteinas secretadas, p. €j., proteinas secretadas por las
células hepaticas, células renales o células pancreaticas

Constructos de ADN

Una proteina de fusién de EPOa-Ash se puede expresar de un constructo que incluye un promotor especifico para
células epiteliales mamarias, p. €j., un promotor de caseina, p. €j., un promotor de caseina beta caprina, una secuencia
de sefial especifica de la leche, p. ej., una secuencia de sefial de la caseina, p. ej., una secuencia de sefial de caseina S,
y un ADN que codifica una proteina de fusién de EPOa-ASh.

Un constructo también puede incluir una regién no traducida 3’ corriente abajo de la codificacién de la secuencia de
ADN para la proteina no secretada. Tales regiones pueden estabilizar la transcripcién del ARN del sistema de expresion
y asi aumenta la produccién de la proteina deseada del sistema de expresion. Entre las regiones no traducidas 3’ ttiles
en los constructos de esta invencién se encuentran las secuencias que proporcionan una sefial de poliadenilacion.
Dichas secuencias pueden derivarse, p. €j., del antigeno t del virus SV40, la regién no traducida 3’ de la caseina u
otras secuencias no traducidas 3’ bien conocidas en este campo. Preferentemente, la regién no traducida 3’ se deriva
de una proteina especifica de la leche. La longitud de la regién no traducida 3’ no es critica, pero el efecto estabilizante
de la transcripcién de su sefial de poliadenilacién parece ser importante en la estabilizaciéon de ARN de la secuencia
de expresion.

Un constructo puede incluir una regién no traducida 5° entre el promotor y la secuencia ADN que codifica la
secuencia de la sefial. Dichas regiones no traducidas pueden ser de la misma regién de control de la cual se toma
el promotor o pueden ser de un gen diferente, p. ej., se pueden derivar de otras fuentes sintéticas, semisintéticas o
naturales. Nuevamente, su longitud especifica no es critica; no obstante, parecen ser Utiles para mejorar el nivel de
expresion.

Un constructo también puede incluir alrededor del 10%, 20%, 30% o mas de la regién de codificacién de la terminal
N de un gen, preferentemente expresado en células epiteliales mamarias. Por ejemplo, la regién de codificacion de la
terminal N puede corresponder al promotor utilizado, p. €j., una region de codificacién de la terminal N de caseina 8
caprina.
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Meétodos anteriores en este campo pueden incluir la creacién de un constructo y su evaluacién para determinar su
capacidad para producir un producto en células cultivadas antes de colocar el constructo en un animal transgénico no
humano. Sorprendentemente, los inventores han descubierto que dicho protocolo puede no tener valor predictivo para
determinar si una proteina no secretada normalmente puede secretarse, p. €j., en la leche de un animal transgénico
no humano. Por lo tanto, puede ser conveniente evaluar los constructos directamente en animales transgénicos no
humanos, p. €j., ratones transgénicos, ya que algunos constructos que no se secretan en células CHO se secretan en la
leche de animales transgénicos no humanos.

Purificacion de leche

La proteina transgénica puede producirse en leche en concentraciones relativamente altas y en grandes cantidades,
siempre y cuando se provea una alta produccion continua de péptidos procesados normalmente que se puedan cosechar
facilmente de un recurso renovable. Existen varios métodos diferentes conocidos en este campo para el aislamiento de
las proteinas lacteas.

Las proteinas lacteas generalmente se aislan por medio de una combinacién de procesos. Se fracciona la leche
no pasteurizada para extraer las grasas, por ejemplo, por medio del desnatado, centrifugacién, sedimentacién (H.
E. Swaisgood, Developments in Dairy Chemistry, 1: Chemistry of Milk Protein, Applied Science Publishers, NY,
1982), precipitacién del 4cido (Patente de EE.UU. N° 4,644,056) o coagulacién enzimética con renina o quimotripsina
(Swaisgood, ibid.). Luego, se pueden fraccionar las proteinas lacteas principales en una solucion clara o un precipitado
por volumen del cual se puede purificar ficilmente la proteina de interés especifico.

USSN 08/648,235 explica un método para aislar un componente lacteo soluble, como un péptido, en su forma
activa bioldgica de la leche entera o de una fraccién de leche por medio del filtrado de flujo tangencial. Al contrario
de los métodos de aislamiento previos, esto elimina la necesidad de un primer fraccionado de la leche entera para
extraer las micelas de grasa y caseina, simplificando de esta manera el proceso y evitando las pérdidas de recuperacién
y bioactividad. Este método se puede utilizar en combinacién con otros pasos de purificacién para extraer atin mas
contaminantes y purificar el componente de interés.

Produccion de proteina transgénica en los huevos de un animal transgénico no humano

Se puede producir una proteina de fusién de EPOa-ASh en tejidos, secreciones u otros productos, p. €j., un huevo de
un animal transgénico no humano. La EPOa-ASh puede producirse en los huevos de un animal transgénico no humano,
preferentemente un pavo, pato, ganso, avestruz, gallina de Guinea, pavo real, perdiz, faisdn, paloma transgénico y con
preferencia una gallina transgénica, por medio de métodos conocidos en el campo (Sang et al., Trends Biotechnology,
12:415-20, 1994). Los genes que codifican las proteinas expresadas especificamente en el huevo, como ser los genes
de la proteina de la yema y genes de la proteina de la albimina pueden ser modificados para la expresion directa de
EPOa-ASh.

Promotores especificos del huevo

Promotores transcripcionales ttiles son aquellos promotores que se activan preferentemente en el huevo, incluso
los promotores que controlan los genes que codifican las proteinas del huevo, p. €j., ovalbimina, lisozima y avidina. Se
prefieren los promotores de los genes de la ovalbtimina, lisozima o avidina de la gallina. El promotor o los promotores
de la proteina especifica del huevo que se activan especificamente en el tejido del huevo pueden ser del ADNc o de las
secuencias gendémicas. Preferentemente, los promotores especificos del huevo son de origen genémico.

Las secuencias de ADN de genes especificos del huevo son conocidas en este campo (ver, p. €j., Burley et al.,
“The Avian Egg”, John Wiley and Sons, p.472, 1989, el contenido del cual se incorpora al presente documento por
referencia). Si las secuencias flanqueadas adicionales son ttiles en la optimizacién de la expresion, dichas secuen-
cias se pueden clonar utilizando las secuencias existentes como ensayos. Las secuencias regulatorias especificas del
huevo de diferentes organismos se pueden obtener evaluando bibliotecas de dichos organismos utilizando secuencias
nucledtidas conocidas o anticuerpos para relacionar las proteinas como ensayos.

Plantas transgénicas

Una proteina de fusién de EPOa-ASh puede expresarse en un organismo transgénico no humano, p. ej., una planta
transgénica en la cual se introduce un transgén de ADN en el genoma nuclear o plastidico. La transformacién de la
planta es bien conocida en este campo. Ver, en general, Methods in Enzymology Vol.153 (“Recombinant DNA Part
D) 1987, Wu and Grossman Eds., Academic Press y solicitud de patente europea EP 693554.

El 4cido nucleico fordneo puede introducirse en las células o protoplastos de la planta por medio de diferentes
métodos. Por ejemplo, el dcido nucleico puede transferirse mecdnicamente por microinyeccién directamente a las cé-
lulas de la planta con micropipetas. El 4dcido nucleico fordneo también se puede transferir a la célula de una planta
con glicol polietilénico que forma un complejo de precipitacién con el material genético utilizado por la célula (Pasz-
kowski et al. (1984) EMBO J. 3:2712-22). El 4cido nucleico foraneo puede introducirse en la célula de una planta por
electroporacion (Fromm et al. (1985) Proc. Nat. Acad. Sci. EE.UU. 82:5824). Con esta técnica, los protoplastos de la
planta se electroporan en la presencia de plasmidos o acidos nucleicos que contienen el constructo genético relevante.
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Los impulsos eléctricos de alta intensidad de campo permeabilizan las biomembranas permitiendo la introduccién de
los plasmidos. Los protoplastos electroporados de la planta reforman la pared de la célula, la dividen y forman una
callosidad en la planta. La seleccién de las células de la planta transformada con el gen transformado puede lograrse
con el uso de marcadores fenotipicos.

El virus del mosaico de la coliflor (CaMV) se puede utilizar como vector para introducir un 4cido nucleico foraneo
en las células de la planta (Hohn ez al. (1982) “Molecular Biology of Plant Tumors,” Academic Press, New York, pag.
549-560; Howell, Patente de EE.UU. N° 4,407,956). El genoma del ADN viral del CaMV se inserta en un plasmido
bacteriano original creando una molécula de ADN recombinante que se pueda propagar en bacteria. El plasmido
recombinante puede ser modificado atin mas con la introduccion de la secuencia de ADN deseada. La porcién viral
modificada del plasmido recombinante se extrae entonces del plasmido bacteriano original y se lo utiliza para inocular
las plantas o las células de las plantas.

Se puede utilizar la penetracién balistica de alta velocidad con particulas pequefias para introducir dcido nucleico
fordneo en las células de las plantas. El 4cido nucleico se sitiia en la matriz de particulas pequefias o en la superficie
(Klein et al. (1987) Nature 327:70-73). Aunque normalmente sélo se requiere una sola introduccién de un nuevo
segmento de 4cido nucleico, este método también permite introducciones multiples.

Un 4cido nucleico puede ser introducido en una célula de la planta por infeccién de una de las células de la planta,
un explante, un meristema o una semilla con Agrobacterium tumefaciens transformado con el dcido nucleico. En
condiciones apropiadas, las células de la planta transformada se cultivan para formar brotes, raices y para desarrollarse
como plantas. Los dcidos nucleicos pueden introducirse en las células de plantas, por ejemplo, por medio del plasmido
Ti de Agrobacterium tumefaciens. El plasmido Ti se transmite a las células de la planta después de la infeccién por
Agrobacterium tumefaciens, y se integra en forma estable en el genoma de la planta (Horsch et al. (1984) “Inheritance
of Functional Foreign Genes in Plants,” Science 233:496-498; Fraley et al. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU.
80:4803).

Las plantas de las que se pueden aislar y cultivar los protoplastos para producir plantas regeneradas completas,
pueden transformarse de manera tal que se recuperen plantas completas que contienen el gen foraneo transferido.
Algunas plantas adecuadas incluyen, por ejemplo, especies de los géneros Fragaria, Lotus, Medicago, Onobrychis,
Trifolium, Trigonella, Vigna, Citrus, Linum, Geranium, Manihot, Daucus, Arabidopsis, Brassica, Raphanus, Sina-
pis, Atropa, Capsicum, Hyoscyamus, Lycopersicon, Nicotiana, Solanum, Petunia, Digitalis, Majorana, Ciohorium,
Helianthus, Lactuca, Bromus, Asparagus, Antirrhinum, Hemerocallis, Nemesia, Pelargonium, Panicum, Pennisetum,
Ranunculus, Senecio, Salpiglossis, Cucumis, Browaalia, Glycine, Lolium, Zea, Triticum, Sorghum y Datura.

La regeneracion de plantas a partir de protoplastos cultivados se describe en Evans et al, “Protoplasts Isolation
and Culture,” Handbook of Plant Cell Cultures 1:124-176 (MacMillan Publishing Co. New York 1983); M. R. Davey,
“Recent Developments in the Culture and Regeneration of Plant Protoplasts,” Protoplasts (1983)-Lecture Proceedings,
pag. 12-29, (Birkhauser, Basal 1983); P. J. Dale, “Protoplast Culture and Plant Regeneration of Cereals and Other
Recalcitrant Crops,” Protoplasts (1983) Lecture Proceedings, pag. 31-41, (Birkhauser, Basel 1983); y H. Binding,
“Regeneration of Plants,” Plant Protoplasts, pag. 21-73, (CRC Press, Boca Raton 1985).

La regeneracion a partir de protoplastos varia de una especie de planta a otra, pero por lo general se genera primero
una suspension de protoplastos transformados que contienen copias de la secuencia exégena. En algunas especies,
entonces se puede inducir la formacién del embrién en la suspension del protoplasto, hasta la etapa de madurez y
germinacién como embriones naturales. El medio de cultivo puede contener varios aminoédcidos y hormonas, tal como
auxinas y citoquininas. También puede ser ventajoso agregar al medio 4cido glutdmico y prolina, especialmente en
especies tales como maiz y alfalfa. Los brotes y raices normalmente se desarrollan simultineamente. La regeneracion
eficiente dependerd del medio, del genotipo y de los antecedentes del cultivo. Cuando se controlan estas tres variables,
entonces la regeneracion se puede reproducir y repetir completamente.

En cultivos propagados vegetativamente, las plantas transgénicas maduras se pueden propagar con esquejes o
con técnicas de cultivo tisular para producir miltiples plantas idénticas para estudios, tal como la determinacién
de las caracteristicas de produccién. Se selecciona una planta transgénica deseable y se obtienen nuevas variedades
de la misma, y se propagan vegetativamente para ventas comerciales. En los cultivos propagados por semillas, las
plantas transgénicas maduras se pueden autogerminar para producir una planta endogdmica homocigota. La planta
endogamica produce semillas que contienen el gen para el nuevo nivel de actividad del gen fordneo introducido. Estas
semillas se pueden cultivar para producir plantas que tengan el fenotipo seleccionado. Segtn esta invencién las plantas
endogamicas se pueden utilizar para desarrollar hibridos nuevos. En este método, una linea endogamica seleccionada
se germina con otra linea endogdmica para producir el hibrido.

Las partes obtenidas de una planta transgénica, como las flores, semillas, hojas, ramas, frutos y otras similares,
estan cubiertas por la invencion, siempre y cuando estas partes incluyan células que hayan sido transformadas de esta
manera. La progenie y variaciones, y los mutantes de las plantas regeneradas también se incluyen dentro del alcance
de esta invencién, siempre y cuando estas partes comprendan las secuencias de ADN introducidas. La progenie y
variaciones, y los mutantes de las plantas regeneradas también se incluyen dentro del alcance de esta invencion.
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La seleccién de las plantas o células de plantas transgénicas puede basarse en un ensayo visual, como ser la
observacion de los cambios de colores (p. €j., una flor blanca, produccién de pigmentacién variable y patrén de
color uniforme en las flores o patrones irregulares), pero puede también abarcar ensayos bioquimicos de la actividad
enzimdtica o de la cuantificacion del producto. Las plantas o las células de plantas transgénicas se cultivan para formar
plantas que contienen la parte de la planta de interés y se observan las actividades del gen mediante la determinacién de
su aspecto visual (para los genes flavonoides) o mediante ensayos bioquimicos (manchas Western); manchas Western;
ensayos enzimaticos y ensayos de compuestos flavonoides, incluso espectroscopia, ver Harborne et al. (Eds.), (1975)
The Flavonoids, Vol. 1 y 2, [Acad. Press)). Se seleccionan plantas apropiadas y se evalian en mds detalle. Los métodos
para la generacion de plantas disefiadas genéticamente se describen en detalle en la patente de EE.UU. N° 5,283,184,
patente de EE.UU. N° 5,482,852 y en la solicitud de patente europea EP 693 554.

Otros tipos de eritropoyetina andloga

Preferentemente, los tipos de EPO andloga tienen uno o mas cambios en los siguientes aminodcidos: Asn24,
Asn38, Asn83 o Ser126. Los tipos de EPO andloga también pueden tener otros cambios en los aminodcidos, tal como
se detalla abajo.

En una realizacién preferida, la EPOa difiere en la secuencia del aminodcido hasta en 1, 2, 3, 5 6 10 residuos,
comparado con la secuencia donde se produce naturalmente la proteina de la EPO. Estos cambios pueden ser ademds
de los cambios en Asn24, Asn38, Asn83, y Ser126. En otras realizaciones preferidas, la EPOa difiere en la secuencia
del aminodcido hastaen 1, 2, 3, 5 6 10% de los residuos comparado con una secuencia donde se produce naturalmente
la proteina de la EPO. Estos cambios pueden ser ademds de los cambios en Asn24, Asn38, Asn83, y Ser126. En
una realizacion preferida, las diferencias son tales que la eritropoyetina andloga muestra una actividad biolégica de
la eritropoyetina cuando se fusiona con la ASh. En realizaciones preferidas, una o mds o todas las diferencias son
cambios aminoacidicos conservadores. En otras realizaciones preferidas, una o mas o todas las diferencias son otros
cambios aparte de los aminoacidicos conservadores.

En realizaciones preferidas, la EPOa es un fragmento, p. €j., una fragmento terminal de una secuencia de la cual
se ha borrado una subsecuencia de intervalo de un segmento completo de eritropoyetina.

En realizaciones preferidas: el fragmento tiene por lo menos 50, 60, 80, 100 6 150 aminodcidos de longitud; el
fragmento tiene una actividad bioldgica de una eritropoyetina que ocurre naturalmente; el fragmento es un agonista o
un antagonista de una actividad bioldgica de una eritropoyetina que ocurre naturalmente; el fragmente puede inhibir,
p. €j., inhibir competitivamente o no competitivamente, la fijacién de la eritropoyetina a un receptor.

En realizaciones preferidas, el fragmento tiene por lo menos 60, y con preferencia una identidad de secuencia de
por lo menos el 70, 80, 90, 95, 99 6 100% con su correspondiente secuencia de aminodcido de una eritropoyetina que
ocurre naturalmente.

En realizaciones preferidas, el fragmento es un fragmento de un vertebrado, p. ej., un mamifero, p. ej., un primate,
p. €j., una eritropoyetina humana.

En una realizacién preferida, el fragmento difiere en la secuencia del aminodcido hastaen 1, 2, 3, 5 6 10 residuos,
comparado con los residuos correspondientes de la eritropoyetina que ocurre naturalmente. Estos cambios pueden ser
ademds de los cambios en Asn24, Asn38, Asn83, y Ser126. En otras realizaciones preferidas, el fragmento difiere en
la secuencia del aminodcido hastaen 1, 2, 3,5 6 10% de los residuos, comparado con los residuos correspondientes
de la eritropoyetina que ocurre naturalmente. Estos cambios pueden ser ademds de los cambios en Asn24, Asn38,
Asn83, y Ser126. En realizaciones preferidas, las diferencias son tales que el fragmento muestra la actividad biol6gica
de la eritropoyetina cuando se fusiona con la ASh. En realizaciones preferidas, una o mds o todas las diferencias son
cambios aminoacidicos conservadores. En otras realizaciones preferidas, una o més o todas las diferencias son otros
cambios aparte de los aminoacidicos conservadores.

Los polipéptidos de la invencién incluyen aquellos que surgen como resultado de eventos traslacionales y postras-
lacionales.

En este campo se conocen numerosos tipos de EPO andloga. La estructura y actividad principal de estas variantes
puede servir como guia para la introduccién de otros cambios (ademds de los cambios que modifican la glicosilacion)
en una EPOa. Deben evitarse los cambios que reducen la actividad o que crean sitios de glicosilacion.

Algunos de los tipos de EPO andloga conocidos en este campo se resumen en la Tabla 1 a continuacion.
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TABLA 1
Mutaciéon | Loe. Tipo Efecto Fuente Referencia
de la EPO
Pro-Asn 2 Sustitucién La actividad Dbiolégica no EPOh US 4703008
aumenta. Kiren-Amgen,
Inc.
2-6 Delecion La actividad bioldgica noj EPOh US 470300
aumenta. Kiren-Amgen,
Inc.
Cys-His 7 Sustitucion Elimina la actividad bioldgica. EPOh US 4703008
Kiren-Amgen,
Inc.
Tyr-Phe 15 Sustitucién La actividad biolédgica no EPOh US 4703008
aumenta, Kiren-Amgen,
Inc.
15 Sustitucion o} Retiene la actividad in vivo en log WO 9425055
delecion animales pero no hay aumento en Abbott Labs.
los precursores de la EPO.
Asn-? 24 Sustitucion Reduce la actividad bioldgica. EPOh WO 9425055
Abbott Labs.
24 Sustitucion o Retiene la actividad in vivo en los WO 9425055
delecion animales pero no hay aumento en Abbott Labs.
los precursores de la EPO.
27-55 ) Delecién La actividad bioldgica ng EPOh US 4703008
aumenta. Kiren-Amgen,
Inc.
Cys-Pro 33 Sustitucién Pérdida de actividad in vitro. E| EPOh WO 9425055
enlace del disulfuro entre Cys29 y| Abbott Labs.
Cys33 es esencial para la funcion.
Asn-? 38 Sustitucién Degradacion y falta de secreciong EPOh WO 9425055
intracelular. Abbott Labs.
Tyr-Phe 49 Sustitucion La actividad bioldgica nd EPOh US 4703008
aumenta. Kiren-Amgen,
Inc.
49 Sustitucion o Retiene la actividad in vivo en los WO 9425055
delecion animales pero no hay aumento en Abbott Labs.

los precursores de la EPO.
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Met-? 54 Sustitucién Retiene la actividad in vivo y e§ EPOh US 483526
menos susceptible a oxidacion. Genetics
Institute, Inc
Met-Leu 54 Sustitucion Retiene la actividad biolégica. EPOh US 4835260
Genetics
Institute, Inc
Leu-Asn 69 Sustitucién Crea un sitio de glicosilacion N| EP 0428267B1
adicional. AMGEN
76 Sustitucion Retiene la actividad in vivo en lo US 4703008
delecién animales pero no hay aumento en Kiren-Amgen,
los precursores de la EPO. Inc.
78 Sustitucién Retiene la actividad in vivo en log US 4703008
delecion animales pero no hay aumento en| Kiren-Amgen,
los precursores de la EPO. Inc.
83 Sustitucién Retiene la actividad in vivo en lo US 4703008
delecion animales pero no hay aumento erJ Kiren-Amgen,
los precursores de la EPO. Inc.
Dominiol | 99-119] Delecion Se degrada e inactiva rapidamente] WO 9425055
in vitro. Abbott Labs.
Dominio2 | 111 y Delecion Retiene la actividad in vitro.
129
Ala-Pro 124 Doble Crea sitios de glicosilacion N y O EP 0428267B1
sustitucion adicionales. AMGEN
Ala-Thr 125 Sustitucion Crea un sitio de glicosilacion O EP 0428267B 1
adicional. AMGEN
Ala-Asn 125 Doble Crea un sitio de glicosilacién N EP 0428267B1
sustitucion adicional. AMGEN
Ala-Ser 127 Crea un sitio de glicosilacién O
adicional.
Ser-? 126 Sustitucion Degradacion rapida o falta de US 470300
secrecion. Kiren-Amgen,
Inc.
Cys-Pro 33 Doble Pérdida de actividad. WO 9425055
sustitucion Abbott Labs.
Entonces

22



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2273497 T3

Arg-Cys 139 Restaura y mejora la actividad ir
Vivo.
143 Sustitucién Retiene la actividad in vivo en los US 4703008
delecion animales pero no hay aumento en| Kiren-Amgen,
los precursores de la EPO. Inc.
Tyr-Phe 145 Sustitucion La actividlad biolégica no US 4703008
aumenta. Kiren-Amgen,
Inc.
145 Sustitucion Retiene la actividad in vivo en los US 4703008
delecién animales pero no hay aumento en Kiren-Amgen,
los precursores de la EPO. - Inc.
160 Sustitucion Retiene la actividad in vivo en los US 4703008
delecién animales pero no hay aumento en| Kiren-Amgen,
los precursores de 1a EPO. Inc.
161 Sustitucion Retiene la actividad in vivo en los US 470300
delecién animales pero no hay aumento en Kiren-Amgen,
los precursores de la EPO. Inc.
162 Sustitucién Retiene la actividad in vivo en log UsS 4703008
delecion animales pero no hay aumento en Kiren-Amgen,
los precursores de la EPO. Inc.
163 Sustitucion Retiene la actividad in vivo en los US 4703008
delecion animales pero no hay aumento en Kiren-Amgen,
los precursores de la EPO. Inc.
164 Sustitucion Retiene la actividad in vivo en log US 4703008
delecion animales pero no hay aumento en Kiren-Amgen,
los precursores de la EPO. Inc.
165 Sustitucion Retiene la actividad in vivo en log US 4703008
delecién animales pero no hay aumento en Kiren-Amgen,
los precursores de la EPO. Inc.
166 Sustitucion Retiene la actividad in vivo en log US 4703008
delecion animales pero no hay aumento en| Kiren-Amgen,
los precursores de la EPO. Inc.
163 4 Delecion La actividad biolégica no US 4703008
166 aumenta. Kiren-Amgen,

Inc.
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Ser-? 183 Sustitucion Degradacion y falta de secrecion US 4703008
intracelular. Kiren-Amgen,
Inc.

Aunque la ASh es la unidad asociada preferida para la fusion, se pueden utilizar otros polipéptidos. Preferente-
mente, estos son polipéptidos que no respaldan la glicosilacién. La frase “no respaldan la glicosilacién” tal como se la
utiliza en este documento, se refiere a los polipéptidos que no respaldan naturalmente la glicosilacion y a los polipép-
tidos que se han modificado de manera que no respaldan la glicosilacion. Por ejemplo, el asociado de fusion puede ser
un fragmento soluble de Ig, preferentemente un fragmento soluble de Ig modificado de manera tal que no respalda la
glicosilacién.

En cualquiera de las realizaciones descritas en este documento, la mitad ASh de una fusién se puede reemplazar
con otra proteina, preferentemente una proteina, p. ej., una proteina plasmatica o fragmento de la misma, que puede
mejorar la vida media circulante de la EPO o una EPOa. Por ejemplo, la proteina de fusién puede ser una proteina de
fusién de la inmunoglobulina (Ig) de EPOa en donde la secuencia de la EPOa se fusiona con una secuencia derivada
de la superfamilia de la inmunoglobulina. Varios constructos de proteina de fusién soluble se han divulgado donde
el dominio extracelular de la glicoproteina de la superficie celular se fusiona con la regién F(c) constante de una
inmunoglobulina. Por ejemplo, Capon et al. (1989) Nature 337(9):525-531, proporciona una guia para generar un
CD#4 andlogo que dura més tiempo al fusionar CD4 a una inmunoglobulina (IgGl). Ver también, Capon et al., patentes
de EE.UU. N° 5,116,964 y 5,428,130 (constructos de fusion CD4-IgG); Linsley et al., patente de EE.UU. N°® 5,434,131
(constructos de fusiéon CTLA4-IgGl y B7-IgGl); Linsley et al. (1991) J. Exp. Med. 174:561-569 (constructos de fusién
CTLA4-1gGl); y Linsley et al. (1991) J. Exp. Med 173:721-730 (constructos de fusién CD28-1gGl y B7-IgGl). Tales
proteinas de fusién han demostrado ser ttiles para modular las interacciones ligando-receptor y reducir la inflamacién
in vivo. Por ejemplo, se han utilizado in vivo proteinas de fusién en donde un dominio extracelular de las proteinas de
la superficie celular del receptor del factor de necrosis tumoral (RFNT) se ha fusionado con la regién constante de una
inmunoglobulina (Fc). Ver, por ejemplo, Moreland et al. (1997) N. Engl. J. Med. 337(3):141-147; y van der Poll et al.
(1997) Blood 89(10):3727-3734).

Composiciones farmacéuticas

Se puede incorporar una proteina de fusiéon de EPOa-ASh o dcido nucleico a una composicidn farmacéutica util
para tratar, p. ej., inhibir, atenuar, prevenir o mejorar, una condicién que se caracteriza por un nivel insuficiente de
actividad de la EPO, incluso condiciones donde el nivel de actividad de la EPO es normal (pero todavia insuficiente)
y aquellos en que estd por debajo de lo normal.

Preferentemente, la preparacion de la invencién se administrard a un sujeto que sufre insuficiencia renal, enfer-
medad crénica, infeccién por el VIH, pérdida de sangre o cdncer o a un paciente preoperatorio. Las composiciones
deben contener una cantidad terapéutica o profilactica de la proteina de fusién de EPOa-ASh producida en forma
recombinante, en un portador farmacéuticamente aceptable o en la leche del animal transgénico no humano. El porta-
dor farmacéutico puede ser cualquier sustancia compatible, no téxica capaz de transferir los polipéptidos al paciente.
Se puede usar como portador agua estéril, alcohol, grasas, ceras o sélidos inertes. También se pueden incorporar a las
composiciones farmacéuticas adyuvantes farmacéuticamente aceptables, agentes tampodn, agentes de dispersion y otros
similares. El portador puede combinarse con la proteina de fusién de EPO-ASh de un modo que sea conveniente para
la administracién por inyeccién (por lo general, intravenosa o subcutdnea) o de otro modo. Los portadores adecuados
para administracién intravenosa incluyen, por ejemplo, solucién salina fisiolégica, agua bacteriostatica, Cremophor
EL™ (BASF, Parsippany, NJ) o solucién salina tamponada con fosfato (PBS). La concentracién del péptido produ-
cido transgénicamente u otro agente activo en la composicién farmacéutica puede variar ampliamente, es decir, de
menos de aproximadamente 0,1% por peso, siendo generalmente por lo menos aproximadamente 1% por peso, hasta
un maximo de 20% por peso o mas.

Para la administracién intravenosa de la proteina de fusién de EPO-ASh, la composicién debe ser estéril y debe ser
lo suficientemente fluida para administrarse facilmente con jeringa. Debe ser estable en condiciones de produccién y
almacenamiento y debe preservarse contra la accién contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos.
La prevencion de la accién de los microorganismos se puede lograr con varios agentes antibacterianos y antifungici-
das, por ejemplo, parbens, clorobutanol, fenol, 4dcido ascérbico, timerosal y otros similares. En muchos casos, seria
preferible incluir agentes isot6nicos en la composicién, por ejemplo, azicares, polialcoholes como manitol, sorbitol,
cloruro de sodio. La absorcién prolongada de las composiciones inyectables puede lograrse con la inclusién de un
agente que retarde la absorcién, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Para la administracién oral, el ingrediente activo se puede administrar en una dosificacién sélida, tal como cdpsulas,
tabletas o polvos, o bien en dosificacidn liquida, como elixires, jarabes o suspensiones. Los componentes activos pue-
den encapsularse en cdpsulas de gelatina junto con los ingredientes inactivos y portadores en polvo, tal como glucosa,
lactosa, sucrosa, manitol, almidén, celulosa o derivados de la celulosa, estearato de magnesio, dcido estedrico, sacarina
sddica, talco, carbonato de magnesio y otros similares. Ejemplos de otros ingredientes inactivos que se pueden afadir
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para proporcionar color, sabor, estabilidad, capacidad de tamponado, dispersién u otras caracteristicas deseables son
el 6xido de hierro rojo, gel de silice, laurilsulfato sédico, didxido de titanio, tinta blanca comestible y otros similares.
Otros diluyentes similares se pueden utilizar para fabricar tabletas comprimidas. Tanto las tabletas como las cdpsulas
se pueden fabricar como productos de liberacion sostenida para la liberacién continua del medicamento durante un
periodo de horas. Las tabletas comprimidas pueden estar recubiertas de azicar o de una pelicula para enmascarar cual-
quier sabor desagradable y para protegerlas de la atmdsfera, o con cubierta entérica para la desintegraciéon en forma
selectiva en el tracto gastrointestinal. La dosificacion liquida para administracién oral puede contener colorantes y
saborizantes para aumentar la aceptacion del paciente.

Para la administracién nasal, los polipéptidos se pueden formular como aerosoles. El término “aerosol” incluye
cualquier fase de los compuestos de la invencién instantdnea suspendida en gas que pueda ser inhalada en los bronquio-
los o pasajes nasales. Especificamente, el aerosol incluye las microgotas de los compuestos de la invencién instantianea
suspendidas en gas, como se podrian producir en un inhalador de dosis medida o nebulizador, o en un rociador. El
aerosol incluye también el polvo seco de la composicidn de un compuesto de la invencién instantdnea suspendido en
aire u otro gas portador que puede transferirse por ejemplo, por medio de la insuflacién de un inhalador. Ver Ganderton
& Jones, Drug Delivery to the Respiratory Tract, Ellis Horwood (1987); Gonda (1990) Critical Reviews in Therapeutic
Drug Carrier Systems 6:273-313; y Raeburn et al. (1992) J. Pharmacol. Toxicol. Methods 27:143-159.

La dosificacion de las proteinas de fusién de EPO-ASh de la invencién puede variar levemente de uno a otro indivi-
duo, dependiendo del péptido en particular y su actividad especifica in vivo, via de administracion, condicién médica,
edad, peso o sexo del paciente, las sensibilidades del paciente a la proteina de fusién de EPO-ASh o componentes del
medio, y otros factores que el médico tratante serd capaz de tomar en consideracion.

La EPOa-ASh se puede proporcionar en un envase estéril que incluye una solucién de didlisis o en un envase
estéril, p. ej., una bolsa con solucién salina, sangre, plasma o sustituto de sangre, u otro componente para administrar
al paciente.

Nutracéuticos

La proteina de fusién de EPOa-ASh puede incluirse en un nutracéutico. Preferentemente, incluye la leche o el
producto de la leche obtenido de un mamifero transgénico no humano que expresa la proteina de fusién. Puede incluir
una planta o el producto de una planta obtenido de una planta transgénica que expresa la proteina de fusion. La proteina
de fusién se puede proporcionar en polvo o en tabletas, con o sin otros aditivos, portadores, rellenos y diluyentes
conocidos. Los nutracéuticos se describen en Scott Hegenhart, Food Product Design, Dec. 1993. El nutracéutico puede
ser leche maternizada para nifios. Puede incluir componentes de una planta transgénica que produce una proteina de
fusion de EPOa-ASh.

Terapia de genes

Los constructos de EPOa-ASh pueden usarse como parte de un protocolo de genoterapia para transferir dcidos
nucleicos codificando una proteina de fusiéon de EPOa-ASh.

Un método preferido para la introduccién in vivo del dcido nucleico en una célula es utilizando un vector viral que
contenga el 4cido nucleico codificando la proteina de fusién de EPO-ASh. La infeccién de las células con un vector
viral tiene la ventaja que una gran proporcidn de las células blanco pueden recibir el 4cido nucleico. Ademds, las mo-
léculas codificadas dentro del vector viral, p. €j., por un ADNc contenido en el vector viral, se expresan eficientemente
en células que han adquirido el 4cido nucleico del vector viral.

Los vectores de retrovirus y vectores de virus adenoasociados se pueden usar como sistema de transferencia de
genes recombinantes para la transferencia de moléculas de 4cido nucleico exdgeno codificando la proteina de fusién de
EPOa-ASh in vivo. Estos vectores proporcionan una transferencia eficiente de los 4cidos nucleicos en las células, y los
acidos nucleicos transferidos estdn integrados en forma estable en el ADN cromosémico de la anfitriona. El desarrollo
de lineas celulares especializadas (conocidas como “packaging cells” en inglés) que producen tinicamente retrovirus
de replicacién defectuosa ha aumentado la utilidad de los retrovirus para genoterapia, y los retrovirus defectuosos
estan caracterizados para usar en la transferencia de genes con fines genoterapéuticos (para un repaso, ver Miller,
(1990) Blood 76:271). Un retrovirus de replicacién defectuosa puede empaquetarse en viriones que se pueden utilizar
para infectar una célula blanco por medio de un virus ayudante con técnicas estdndar. Los protocolos para producir
los retrovirus recombinantes y para infectar las células in vitro o in vivo con dichos virus se encuentran en Current
Protocols in Molecular Biology, Ausubel, F M. et al. (eds.) Greene Publishing Associates, (1989), Secciones 9.10-
9.14 y en otros manuales estdndar de laboratorio.

Otro sistema de transferencia de genes virales Util en la presente invencién utiliza los vectores derivados del ade-
novirus. El genoma de un adenovirus puede manipularse de manera tal que codifique y exprese el producto de interés
de un gen pero estd inactivado con respecto a su habilidad para duplicarse en un ciclo litico normal de vida viral. Ver,
por ejemplo, Berkner et al. (1988) BioTechniques 6:616; Rosenfeld et al. (1991) Science 252:431-434; y Rosenfeld
et al. (1992) Cell 68:143-155. Los vectores adenovirales adecuados derivados de la cepa del adenovirus Ad tipo 5
d1324 u otras cepas de adenovirus (p. ej., Ad2, Ad3, Ad7, etc.) son conocidos entre los entendidos en este campo.
En ciertas circunstancias, los adenovirus recombinantes pueden tener sus ventajas ya que no son capaces de infectar
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células que no estdn en estado de duplicacién y se pueden utilizar para infectar una amplia variedad de tipos de célu-
las, incluso células epiteliales (Rosenfeld et al. (1992) citado supra). Ademas, la particula del virus es relativamente
estable y dispuesta a purificacién y concentracion, y, como se indic6 arriba, puede modificarse para afectar el espectro
de factibilidad de infecciéon. Ademads, el ADN adenoviral introducido (y el ADN fordneo contenido en el mismo) no
estd integrado en el genoma de una célula anfitriona pero se mantiene episomal y, por lo tanto, evita los problemas que
pueden producirse como resultado de la mutagénesis insercional en situaciones donde el ADN introducido se integra
en el genoma anfitrién (p. ej., ADN retroviral). Mds aun, la capacidad de transporte del genoma adenoviral para el
ADN foréneo es, en comparacion a otros vectores de transferencia de genes, relativamente grande (hasta 8 kilobases)
(Berkner et al. citado supra; Haj-Ahmand and Graham (1986) J. Virol. 57:267).

Otro sistema de vector viral util para la transferencia de una secuencia nucleétida del sujeto codificando la proteina
de fusién de EPO-ASh es el virus adenoasociado (VAA). El virus adenoasociado es un virus defectuoso que ocurre
naturalmente y que requiere otro virus, tal como un adenovirus o un virus del herpes, como virus ayudante para
duplicarse eficientemente y tener un ciclo de vida productivo. (Para un resumen, ver Muzyczka et al. Curr. Topics in
Micro. and Immunol. (1992) 158:97-129). También es uno de esos pocos virus que pueden integrar su ADN en células
que no estan en estado de duplicacidn, y exhibe una alta frecuencia de integracién estable (ver por ejemplo Flotte ez al.
(1992) Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol. 7:349-356; Samulski et al. (1989) J. Virol. 63:3822-3828; y McLaughlin et al.
(1989) J. Virol. 62:1963-1973). Se pueden empaquetar e integrar los vectores que contienen un minimo de 300 pares
base del VAA. El espacio para el ADN exdgeno se limita a aproximadamente 4,5 kb. Un vector del VAA tal como el
descrito en Tratschin et al. (1985) Mol. Cell. Biol. 5:3251-3260 puede utilizarse para introducir el ADN en las células.
Se ha introducido una variedad de dcidos nucleicos en diferentes tipos de células utilizando los vectores del VAA (ver
por ejemplo Hermonat et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6466-6470; Tratschin et al. (1985) Mol. Cell. Biol.
4:2072-2081; Wondisford et al. (1988) Mol. Endocrinol. 2:32-39; Tratschin et al. (1984) J. Virol. 51:611-619; y Flotte
et al. (1993) J. Biol. Chem. 268:3781-3790).

Ademds de los métodos de transferencia viral como los ilustrados anteriormente, también pueden emplearse mé-
todos no virales para causar la expresién de una proteina de fusiéon de EPO-ASh en el tejido de un animal no humano.
La mayoria de los métodos no virales de transferencia de genes dependen de los mecanismos normales utilizados por
las células mamiferas para la captacion y transporte intracelular de las macromoléculas. En realizaciones preferidas,
los sistemas de transferencia de genes no virales de la presente invencién dependen de las vias endociticas para la
captacion de la molécula nucledtida en cuestidn por la célula blanco. Sistemas ejemplares de transferencia de genes
de este tipo incluyen los sistemas derivados de liposomas, conjugados de la polilisina y envolturas virales artificiales.

En una realizacién representativa, una molécula de dcido nucleico codificando la proteina de fusién de EPO-
ASh puede ser atrapada en liposoma con cargas positivas en la superficie, p. €j., lipofectinas y, optativo, que estén
etiquetadas con anticuerpos contra antigenos de la superficie celular del tejido blanco (Mizuno et al. (1992) No Shinkei
Geka 20:547-551; publicaciéon PCT W091/06309; solicitud de patente japonesa 1047381; y publicacién de patente
europea EP-A-43075).

Los sistemas de transferencia de genes codificando la proteina de fusién de EPO-ASh pueden introducirse en un
paciente mediante uno de varios métodos. Por ejemplo, una preparacion farmacéutica del sistema de transferencia de
genes puede introducirse sistematicamente, p. €j., via inyeccion intravenosa y la transduccién especifica de la proteina
en las células blanco se produce predominantemente de la especificidad de transfeccién provista por el medio de
transferencia del gen, expresién del tipo de célula o del tejido debido a las secuencias regulatorias transcripcionales
que controlan la expresion del gen receptor, o una combinacién de las mismas. En otras realizaciones, la transferencia
inicial del gen recombinante se encuentra mas limitada siendo la introduccién al animal totalmente localizada. Por
ejemplo, el medio de transferencia del gen puede introducirse por medio de un catéter (ver la patente de EE.UU. N°
5,328,470) o por inyeccion estereotactica (p. €j., Chen et al. (1994) PNAS 91: 3054-3057).

La preparacién farmacéutica del constructo de la genoterapia puede consistir esencialmente en un sistema de
transferencia de genes en un diluyente aceptable o puede estar compuesta de una matriz de liberacién lenta a la cual
se ha incorporado el medio de transferencia de genes. Donde las proteina de fusién puede producirse intacta de las
células recombinantes, p. ej., vectores retrovirales, la preparacion farmacéutica puede comprender una o mas células
que producen la proteina de fusion.

Otras realizaciones
Otros animales transgénicos no humanos

La proteina de fusién de EPOa-ASh puede expresarse de una variedad de animales transgénicos no humanos. Un
protocolo para la produccién de un cerdo transgénico se encuentra en White and Yannoutsos, Current Topics in Com-
plement Research: 64th Forum in Immunology, pag. 88-94; Patente de EE.UU. N° 5,523,226; Patente de EE.UU. N°
5,573,933; solicitud PCT W093/25071; y solicitud PCT W095/04744. Un protocolo para la produccién de un ratén
transgénico se encuentra en la patente de EE.UU. N° 5,530,177. Un protocolo para la produccion de una rata trans-
génica se encuentra en Bader and Ganten, Clinical and Experimental Pharmacology and Physiology, Supp. 3:S81-
S87, 1996. Un protocolo para la produccién de una vaca transgénica se encuentra en Transgenic Animal Technology, A
Handbook, 1994, ed., Carl A. Pinkert, Academic Press, Inc. Un protocolo para la produccidn de una oveja transgénica
se encuentra en Transgenic Animal Technology, A Handbook, 1994, ed., Carl A. Pinkert, Academic Press, Inc. Un
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protocolo para la produccién de un conejo transgénico se encuentra en Hammer et al., Nature 315:680-683, 1985 y
Taylor and Fan, Frontiers in Bioscience 2:d298308,1997.

Las realizaciones de la invencion se ilustran mds atn con los siguientes ejemplos que no se deben considerar como
tinicos.

Ejemplos
Ejemplo 1
Constructos de fusion de EPOa-ASh

El ADNc codificando la eritropoyetina andloga humana utilizado en las fusiones de EPOa-ASh fue disefiado y
creado para alterar los tres sitios con enlace N y un sitio con enlace O de glicosilacién (residuos 24, 38, 83 y 126,
respectivamente). Ademads, sin alterar los residuos de los aminoacidos restantes, el uso del codén se cambid utilizando
una tabla de usos de codones de la proteina de la glandula mamaria para maximizar la expresién de la proteina en
la leche de los animales transgénicos. La figura 1 presenta una representacion esquemadtica de los constructos de la
fusién. En el caso donde ASh es la mitad de la terminal N de la proteina de fusién, se dejé intacto el péptido de la
sefial ASh y se borr6 la sefial andloga de la eritropoyetina humana. Cuando la eritropoyetina andloga humana es la
parte de la terminal N de la fusidn, su secuencia de la sefial se dejd intacta y se borr6 la de la proteina ASh. También,
en el primer caso, se quit6 el codén de tope de la ASh tipo salvaje asi como el del ADNc de la eritropoyetina andloga
humana en el segundo constructo. Ademads, se colocd una proteina de enlace (Ser-Gly,),, o articulacion, entre los dos
asociados de fusion para reducir a un minimo cualquier restriccion inhibitoria que la ASh pueda tener en la porcién
EPO de la molécula y su actividad subsiguiente.

Los constructos de fusién de ADNc se colocaron en los vectores apropiados para ser expresados en el cultivo
tisular y en la glandula mamaria del ratén transgénico. Con la expresion de estos constructos transitoriamente en el
cultivo tisular (células COS7), se puede examinar una cantidad importante de caracteristicas de los productos de estas
fusiones de ADNCc, p. ej., (1) /Se producen y secretan las proteinas? (2) ;Son las proteinas auténticas, reconocibles
por sueros contra EPOa y ASh? (3) ;Son estas protefnas bioactivas in vitro e in vivo?.

Ejemplo 2
Transfecciones de las células COS7 y andlisis de mancha Western

Las células COS7 fueron transfectadas transitoriamente con constructos ADNc de fusién en placas triplicadas o
en una placa tnica sélo con el vector (ADNcp3). Veinticuatro horas después de la transfeccion, se reemplazaron los
medios de cultivo con un medio de suero reducido (Optimem). Al cabo de cinco dias, se cosecharon todos los medios
de cultivo y se separaron de las células contaminadas por centrifugacion. Las muestras del medio acondicionado se
analizaron con SDS-PAGE e inmunoblotting (ver la figura 2).

Se analizaron los sobrenadantes de las células COS transfectadas con constructos HIP/ADNcp3 o ADcp3 sola-
mente (simulacién) por medio de inmunoblotting con un anticuerpo policlonal contra la albimina sérica humana (a-
ASh). Después del andlisis con el anticuerpo de la ASh, se extrajo la mancha y se repiti6 el andlisis con un anticuerpo
monoclonal contra la eritropoyetina humana (EPOhea). El gel se cargd de la siguiente manera: carril 1, 10 ng ASh
estandar; carril 2, 10 ul CM simulado; carriles 3 a 5, 10 ul ASh-EPOh CM; carriles 6 a 8, 10 ul EPOh-ASh CM.

Los resultados de los experimentos por mancha Western indican claramente que se produjo una proteina soluble
y secretada. Ambas proteinas de fusién son del tamafio previsto adecuado (~89 kDa) La banda que se observa en los
carriles de medio acondicionado en la mancha del anticuerpo ASh no representa a ASh (~66 kDa) sino a ASb, ya que
este anticuerpo tiene una cierta reaccion cruzada con el ASb que se encuentra en el medio de cultivo tisular utilizado.
Mais importante todavia, es la capacidad que tienen los dos anticuerpos para reconocer ambas proteinas de fusion. Esto
sugiere que se ha logrado la traduccién apropiada de los ARNm de todo el constructo de fusién, dejando intactos y
accesibles los epitopos apropiados a los anticuerpos.

Ejemplo 3
Bioactividad

Se realizé un ELISA con el mismo anticuerpo a-ASh utilizado en el andlisis de mancha Western anterior para
determinar las concentraciones de las dos proteinas de fusién en el sobrenadante del cultivo tisular. En forma com-
patible con los resultados de mancha Western, la proteina de fusién de EPOa-enlace-ASh demostré estar compuesta
de niveles aproximadamente 4 veces mds altos que la proteina de fusién de EPOa-enlace-ASh (232 ng/ml contra 59
ng/ml, respectivamente). Estos niveles deben proporcionar suficiente producto para evaluar in vitro y, posiblemente,
in vivo si la fracciéon EPOa de las proteinas de fusién es 20% del tamaifio total de la molécula, 232 ng/ml representa
aproximadamente 10 U/ml de la proteina de fusién de EPOh-ASh [(2,1 x 10° U/mg) 2,32 x 10~ mg/ml)(0,2) = 9,7
U/ml]. La actividad in vitro de la EPOa se determinara utilizando las lineas de células sensibles a la EPO. En resumen,
se incuban las células durante un periodo de 22 a 72 horas con cantidades crecientes de la proteina de fusién de EPOa-
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ASh recombinante y el crecimiento celular se determina por medio de la captacién de timidina [*H] o por medio del
ensayo MTT colorimétrico (Sigma).

La proteina de fusién de EPOa-ASh puede purificarse rdpidamente hasta casi homogeneizarla utilizando cromato-
grafia de intercambio de cationes que aprovecha las propiedades de fijacién de la ASh. De ser necesario, las proteinas
de fusion pueden concentrarse y se pueden evaluar en ratones. Se pueden inyectar ratones subcutdneamente con la pro-
tefna de fusion (posiblemente con un minimo de 3 x 50 ng por ratén, EPOa total) y detectar la respuesta determinando
los cambios en la cantidad de reticulocitos o niveles de hematocritos.Igual que en los ensayos in vivo, puede utili-
zarse una inyeccion intramuscular directa, de alta concentracién (>100 ug), del ADN plasmidico con base ADNcp3
y monitoreo de cambios subsecuentes en los niveles de reticulocitos y hematocritos. La inyeccion de plasmido ha
demostrado elevar considerablemente los niveles de hematocritos en ratones cuando se usa el ADNc EPOh del tipo
salvaje expresado con el promotor del citomagalovirus (CMV).

Ejemplo 4

Generacion de un constructo de la proteina de fusion de la albimina sérica humana de la eritropoyetina andloga
(EPOa-ASh)

El ADNCc codificante de la proteina de fusién de la EPOa-ASh se introdujo en el vector BC355 que contenia los
elementos regulatorios del gen de beta caseina caprina, creando un transgén con la secuencia de la proteina de fusién
de EPOa-ASh bajo el control de un promotor especifico lacteo. Este constructo se utiliz6 para centrarse en la expresion
de la proteina de fusion de EPOa-ASh en la glandula mamaria lactante de un mamifero transgénico no humano.

Ejemplo 5
Prueba y caracterizacion de los constructos de genes en ratones transgénicos

Los constructos transgénicos se evalian por lo general en un sistema modelo de ratones para determinar su ha-
bilidad para dirigir altos niveles de expresidn y su capacidad para expresarse de manera especifica en un tejido. Se
generaron ratones transgénicos con la expresion de fusiones de EPOa-ASh concentrdndose en la glandula mamaria.

Los ratones transgénicos se generaron mediante microinyeccion de constructos de ADN de codificacién de protei-
na de fusién en embriones de ratén. El andlisis Western de la leche de ratones transgénicos con proteina de fusion de
EPOa-ASh se realizé utilizando anticuerpos anti-EPo o anti-ASh monoclonales para determinar qué animales expre-
saban la proteina de fusién de EPOa-ASh en la leche.

El nivel de la proteina de fusion de EPOa-ASh detectado varia de aproximadamente 0,2 mg/ml a 4 mg/ml.
Ejemplo 6
Bioactividad de EPOa-ASh en ratones transgénicos

Se analiz6 la bioactividad de la proteina de fusion de EPOa-ASh determinando los cambios en los niveles de
hematocritos de ratones transgénicos expresando la proteina de fusién de EPOa-ASh. Ver la Tabla 1. Se compararon
los niveles de hematocritos de los ratones transgénicos (655-1-8, 655-1-16, 655-1-43) con los ratones de control (CD

por ratén). Los niveles normales de hematocritos son de aproximadamente 50.

TABLA 1

Ratones transgénicos expresando la proteina de fusion de EPOa-ASh

Ratén d. p. partum Hematocrito Estado (10/98)
655-1-8 17 90 Muere 7/98
655-1-16 16 86 Muere 8/98
655-1-43 17 93 Vive

CDh1 17 50 NC

CD1 17 57 NC

CDh1 17 52 NC

Tal como se muestra en la Tabla I, la expresion de la proteina de fusiéon de EPOa-ASh en ratones transgénicos
aumenté considerablemente los niveles de hematocritos en los ratones.
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Ademads, 1a Tabla II proporciona los niveles de hematocritos de la cria virgen de los ratones transgénicos fundadores
y los niveles de hematocritos de los fundadores macho (678-1-11 y 678-1-23) para demostrar la expresién de EPOa-
ASh y la bioactividad de EPOa-ASh en estos ratones.

TABLA 11
Niveles de hematocritos en crias virgenes de ratones fundadores transgénicos expresando la proteina de fusion de

EPOa-ASh

Ratén Fundador Hematocrito Estado (10/98)

655-2-160 56 (bajo) 50 Vive

655-2-165 57 (bajo) 91 Vive

655-2-147 23 (macho) 86 Vive

655-2-155 31 (n.d./bajo) 43 Vive

655-1-11 (macho) 83 Vive

655-1-23 (macho) 79 Vive

Los niveles de hematocritos de las crias proporcionan los niveles basales de expresién de la EPOa-ASh bajo el
control de un promotor de la caseina. Tal como se muestra en la Tabla II, hasta los niveles bajos de expresion de la
proteina de fusién de EPOa-ASh tienen un efecto in vivo significativo.

Ejemplo 7

Generacion y caracterizacion de cabras transgénicas
Las secciones resumidas abajo describen los pasos mds importantes en la produccion de cabras transgénicas.
Especies y razas de cabras

Cabras de origen suizo, p. €j., las razas Alpina, Saanen y Toggenburg, son las preferidas en la produccién de cabras
transgénicas.

Superovulacion de las cabras

El tiempo de estro de las donantes se sincroniza en el Dia 0 con implantes subcutdneos de 6 mg de norgestomet
(Syncromate-B, CEVA Laboratories, Inc., Overland Park, KS). Se administra prostaglandina después de los primeros
siete a nueve dias para desactivar la sintesis endégena de la progesterona. A partir del Dia 13 después de la insercion del
implante, se administra por via intramuscular un total de 18 mg de hormona estimulante del foliculo (FSH - Schering
Corp., Kenilworth, NJ) durante tres dias con dos inyecciones diarias. El implante se quita el Dia 14. Veinticuatro horas
después de quitarse el implante los animales donantes se aparean varias veces con machos fértiles durante un periodo
de dos dias (Selgrath, et al., Theriogenology, 1990. pag. 1195-1205).

Recoleccion de embriones no humanos

La cirugia para la recoleccion de embriones no humanos se realiza el segundo dia después de la concepcion (6 72
horas después de quitarse el implante). Se retira la comida y agua de las hembras sug}erovuladas 36 horas antes de la
cirugia.Se les administra por via intravenosa 0,8 mg por kilo de Diazepam (Valium®), seguido inmediatamente con
5,0 mg por kilo de Cetamina (Keteset) por via intravenosa. Durante la cirugia y por medio de un tubo endotraqueal
se administra Halothane (2,5%) en 2 L por min. de oxigeno. El tracto reproductivo se extrae con una incisién por
laparotomia media. Se cuentan los cuerpos liteos, foliculos intactos de més de 6 mm de didmetro y los quistes ovaricos
para evaluar los resultados de la superovulacion y para predecir la cantidad de embriones que se debieran recolectar
por medio de enjuague oviductal. Se coloca una cdnula en el ostium del oviducto y se mantiene en posicién con una
ligadura temporal tnica de Prolene 3,0. Se coloca una aguja calibre 20 en el ttero a aproximadamente 0,5 cm de la
union ttero tubdrica. Se introduce un enjuague de aproximadamente diez a veinte ml de solucidn salina tamponada
con fosfato estéril (PBS) en el oviducto canulado y se cosecha en una placa de Petri. Este procedimiento se repite en
el lado opuesto y luego el tracto reproductivo se coloca nuevamente en el abdomen. Antes de cerrar, se vierten de 10 a
20 ml de una solucidn salina de glicerol estéril en la cavidad abdominal para evitar adherencias. Se cierra la linea alba
con suturas simples interrumpidas de Polidioxanona o Supramid 2,0 y se cierra la piel con clips estériles.
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Los 6vulos de cabra fertilizados se recolectan de los enjuagues de PBS del oviducto en un estéreomicroscopio
y se lavan luego en un medio F12 de Ham (Sigma, St. Louis, MO) que contiene 10% de suero fetal bovino (SFB)
adquirido en Sigma. En casos donde los prontcleos son visibles, los embriones se microinyectaron inmediatamente.
Si los prontcleos no estdn visibles, los embriones se pueden colocar en el F12 de Ham con 10% de SFB durante un
tiempo de cultivo corto a 37°C en una cdmara de gas humedecido con un 5% de CO2 en el aire hasta que los prontcleos
queden visibles (Selgrath, et al., Theriogenology, 1990. pag. 1195-1205).

Procedimiento de microinyeccion

Los embriones de cabra de una célula se colocan en una microgota de medio de cultivo debajo de aceite en un
portaobjetivo concavo. Los évulos fertilizados con dos pronticleos visibles se inmovilizan en una micropipeta de
retencién pulida a llama en un microscopio vertical Zeiss con plataforma fija y elementos 6pticos Normarski. Se
inyecta un prontcleo con el constructo de ADN de interés, p. €j., un vector BC355 que contiene el gen de la proteina
de fusién de la albumina sérica humana de eritropoyetina andloga (EPOa-ASh) conectado durante la operacién a
los elementos regulatorios del gen de la beta caseina caprina, en inyeccién tamponada (Tris-EDTA) utilizando una
microaguja fina de vidrio (Selgrath, et al., Theriogenology, 1990. pag. 1195-1205).

Desarrollo de embriones no humanos

Después de la microinyeccion, los embriones no humanos sobrevivientes se colocan en un cultivo F12 de Ham con
un SFB del 10% y se incuban en una cdmara de gas humedecido con un 5% de CO2 en el aire a 37°C hasta que los
animales no humanos receptores estén preparados para la transferencia del embrion (Selgrath, et al., Theriogenology,
1990. pag. 1195-1205).

Preparacion de los receptores

La sincronizacién del estro en animales no humanos receptores se induce con implantes de 6 mg de norgestomet
(Syncromate-B) en la oreja. En el Dia 13 después de la insercion del implante, se administra a los animales una inyec-
cién unica no superovulatoria (400 1.U.) de gonadotropina sérica de hembras equinas prefiadas (PMSG) obtenida de
Sigma. Las hembras receptoras se aparean con machos vasectomizados para asegurar la sincronia del estro (Selgrath,
et al., Theriogenology, 1990. pag. 1195-1205).

Transferencia de embriones no humanos

Todos los embriones no humanos de una hembra donante se mantienen juntos y se transfieren a un recipiente
unico cuando sea posible. El procedimiento quirtrgico es idéntico al descrito anteriormente para la recoleccién de
embriones, excepto que no se canaliza el oviducto y los embriones no humanos se transfieren en un volumen minimo
de F12 de Ham con un 10% de SFB en el lumen oviductal por via de la fimbria utilizando una micropipeta de vidrio.
Los animales no humanos con mds de seis a ocho puntos de ovulacién en el ovario no se consideran receptores
adecuados. El cierre de la incisién y el cuidado postoperatorio son los mismos que para animales donantes (ver, p. €j.,
Selgrath, et al., Theriogenology, 1990. pag. 1195-1205).

Monitoreo de la prefiez y paricion

La prefiez se determina por ultrasonografia 45 dias después del primer dia del estro permanente. En el Dia 110 se
realiza un segundo examen de ultrasonido para confirmar la prefiez y evaluar el estrés del feto. El Dia 130 se vacuna
a la hembra prefiada con un toxoide de tétano y Clostridium C&D. Se administra Selenium y vitamina E (Bo-Se) IM
e Ivermectin por via SC. El Dia 145 se mudan las hembras a un establo limpio y se las deja que se aclimaticen a
ese entorno antes de inducir el parto alrededor del Dia 147. La paricién se induce el Dia 147 con 40 mg de PGF2a
(Lutalyse®, Upjohn Company, Kalamazoo, Michigan). Esta inyeccién se administra por via intramuscular en dos
dosis, una dosis de 20 mg seguida de una dosis de 20 mg cuatro horas mas tarde. La hembra estd bajo observacién
periédica durante el dia y la noche después de la primera inyeccién de Lutalyse® del Dia 147.

Se aumentan las observaciones a cada 30 minutos comenzando en la mafiana del segundo dia. La paricién se
produjo entre las 30 y 40 horas después de la primera inyeccién. Después de la paricidén, se ordefia la hembra para
recolectar el calostro y se confirma la salida de la placenta.

Verificacion de la naturaleza transgénica del animal F,

Para la evaluaciéon de animales F, transgénicos, se aisla el ADN gendémico de dos lineas de células diferentes
para evitar pasar por alto los “transgénicos en mosaico”. Un animal mosaico se define como cualquier cabra que no
tiene por lo menos una copia del transgén por lo menos en cada célula. Por lo tanto, se toma una muestra tisular de
oreja (mesodermo) y una muestra de sangre de un animal F, de dos dias para aislar el ADN gendémico Lacy, et al., A
Laboratory Manual, 1986, Cold Springs Harbor, NY; and Herrmann and Frischauf, Methods Enzymology, 1987. 152:
pag. 180-183). Se analizan las muestras de ADN mediante la reaccidon en cadena de la polimerasa (Gould, et al., Proc.
Natl. Acad. Sci., 1989. 86: pag. 1934 1938) utilizando cebadores especificos para el gen de la proteina de fusién de
EPOa-ASh humana y mediante andlisis de mancha Southern (Thomas, Proc Natl. Acad. Sci., 1980. 77:5201-5205)
utilizando una EPO de cebado aleatorio o una sonda de ADNc de ASh (Feinberg and Vogelstein, Anal. Bioc., 1983.
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132: pag. 6-13). La sensibilidad del ensayo se estima como la deteccién de una copia del transgén en 10% de las
células somaticas.

Generacion y seleccion del rebaiio de produccion

Los procedimientos descritos anteriormente pueden utilizarse para la produccién de cabras fundadoras (F,) trans-
génicas, asi como otras cabras transgénicas. Las cabras fundadoras F, transgénicas, por ejemplo, se aparean para
producir leche, si son hembras, o para producir crias hembras transgénicas si es un fundador macho. Este fundador
macho transgénico puede aparearse con hembras no transgénicas, para producir crias hembra transgénicas.

Transmision de un transgén y caracteristicas pertinentes

La transmision del transgén de interés, se analiza en la linea caprina en el tejido y sangre de la oreja por medio
de RCP y de mancha Southern. Por ejemplo, el andlisis de mancha Southern del fundador macho y de las tres crias
transgénicas no muestra ninguna redistribucién o cambio en la cantidad de copias entre generaciones. Las manchas
Southern se analizan con la sonda de ADNc de la proteina de fusién de EPOa-ASh. Las manchas se analizan en un
Betascope 603 y la cantidad de copias se determina comparando el transgén con el gen enddgeno de la caseina beta
caprina.

Evaluacion de los niveles de expresion

El nivel de expresion de la proteina transgénica en la leche de animales transgénicos se determina por medio de
ensayos enzimaticos o manchas Western.

Existen otras realizaciones en las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina de fusion de la albimina sérica humana de eritropoyetina andloga (EPOa-ASh) donde por lo menos
el residuo de un aminodcido de la mitad de eritropoyetina andloga humana (EPOa) de la proteina de fusion se altera de
manera tal que un sitio que actda como sitio de glicosilacién en la eritropoyetina (EPO) humana tipo salvaje no sirve
como sitio de glicosilacién de la EPOa, siendo dicho residuo del aminoacido la EPOa equivalente a un residuo de la
EPO seleccionado del grupo compuesto por residuos de aminodcidos Asny,, Asnsg, Asng; y Sera.

2. La proteina de fusiéon de EPOa-ASh de la reivindicacién 1, donde dicha proteina de fusion tiene la férmula:

R1-L-R2;R2-L-RI; o RlI-L-R2-L-RI.

Donde R1 es una secuencia de aminoécido de la eritropoyetina andloga; L es un enlace peptidico y R2 es una
secuencia de aminodcido de la albimina sérica humana.

3. La proteina de fusiéon de EPOa-ASh de la reivindicacion 1, donde se ha eliminado dicho residuo de aminodcido.

4. La proteina de fusién de EPOa-ASh de la reivindicacién 1, donde se ha reemplazado el residuo de dicho ami-
nodcido con el residuo de un aminoécido que no actiia como sitio de glicosilacién.

5. La proteina de fusion de EPOa-ASh de la reivindicacion 1, donde dicho sitio de glicosilacion se ha alterado en
la EPOa equivalente del residuo del aminodacido de la EPO tipo salvaje Ser126 y se ha alterado por lo menos otro sitio
de glicosilacion con enlace N seleccionado del grupo compuesto de la EPOa equivalente del residuo del aminodcido
de la EPO tipo salvaje Asn24, Asn38 y Asn83.

6. La proteina de fusién de EPOa-ASh de la reivindicacién 1, donde dicho sitio de glicosilacién permite la glico-
silacién con enlace N y se altera reemplazando el residuo de un aminodcido Asn con Gln.

7. La proteina de fusién de EPOa-ASh de la reivindicacion 1, donde dicho sitio de glicosilacion permite la glico-
silacién con enlace O y se altera reemplazando el residuo de un aminoécido Ser con Gln.

8. La proteina de fusiéon de EPOa-ASh de la reivindicacién 1, donde se ha alterado una o mas EPOa equivalentes
de los residuos de aminoécidos de la EPO tipo salvaje 24, 38 u 83.

9. La proteina de fusién de EPOa-ASh de la reivindicacion 8, donde se ha reemplazado con GIn una o mds EPOa
equivalente de los residuos de aminodcidos de la EPO tipo salvaje 24, 38 u 83.

10. La proteina de fusion de EPOa-ASh de la reivindicacion 1, donde se ha alterado la EPOa equivalente del
residuo del aminodacido de la EPO tipo salvaje 126.

11. La proteina de fusién de EPOa-ASh de la reivindicaciéon 10, donde se ha reemplazado con Ala la EPOa
equivalente del residuo del aminodcido de la EPO tipo salvaje 126.

12. La proteina de fusiéon de EPOa-ASh de la reivindicacion 1, donde se ha alterado cada una de las EPOa equiva-
lentes de los residuos de aminodcidos de la EPO tipo salvaje 24, 38, 83 y 126 de manera tal que no sirva como sitio de
glicosilacion.

13. La proteina de fusién de EPOa-ASh de la reivindicacién 12, donde se ha reemplazado cada una de las EPOa
equivalentes de los residuos de aminoécidos de la EPO tipo salvaje con Gln, Gln, Gln y Ala respectivamente.

14. La proteina de fusién de EPOa-ASh de la reivindicacién 2, donde dicho enlace peptidico tiene una longitud de
10 a 30 aminoéacidos.

15. La proteina de fusién de EPOa-ASh de la reivindicacién 14, donde cada uno de dichos aminoécidos en dicho
enlace peptidico se selecciona del grupo compuesto de Gly, Ser, Asn, Thr y Ala.

16. La proteina de fusién de EPOa-ASh de la reivindicacién 2, donde dicho enlace peptidico incluye una secuencia
con la férmula (Ser-Ser-Ser-Ser-Gly) donde y es menor o igual a 8.

17. La proteina de fusién de EPOa-ASh de la reivindicacién 2, donde dicho enlace peptidico incluye una secuencia
con la férmula (Ser-Ser-Ser-Ser-Gly);-Ser-Pro).

18. La proteina de fusién de EPOa-ASh de la reivindicacién 1, donde la proteina de fusién incluye de izquierda a
derecha una EPOa, donde la proteina de fusién incluye de izquierda a derecha una EPOa que incluye los residuos de
aminodcidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26 en lugar de los residuos de aminodcidos de la EPO tipo salvaje Asn24,
Asn38, Asn83 y Ser 126, un enlace peptidico y albtimina sérica humana.
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19. La proteina de fusion de EPOa-ASh de la reivindicacién 1, donde la proteina de fusién es de izquierda a
derecha EPO GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26, un enlace peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y
albimina sérica humana.

20. La proteina de fusiéon de EPOa-ASh de la reivindicacion 1, donde la proteina de fusién de EPOa-ASh incluye,
de izquierda a derecha, albimina sérica humana, un enlace peptidico, y una EPOa que incluye los residuos de los
aminodcidos GIn24, GIn38, GIn83 y Alal26 en lugar de los residuos de aminoécidos de la EPO tipo salvaje Asn24,
Asn38, Asn83 y Ser 126.

21. La proteina de fusién de EPOa-ASh de la reivindicacién 1,18 6 20, donde la EPOa es EPO GIn24, GIn38,
GIng&3, Alal26.

22. Laproteina de fusién de EPOa-ASh de la reivindicacion 1, donde la proteina de fusion es de izquierda a derecha,
albumina sérica humana, un enlace peptidico con la férmula ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly);-Ser-Pro) y EPO GIn24, GIn38,
GIn83 y Alal26.

23. Un 4cido nucleico aislado compuesto de una secuencia nucledtida que codifica una proteina de fusién de la
albumina sérica humana de eritropoyetina andloga (EPOa-ASh), donde por lo menos el residuo de un aminodacido de
la EPO-ASh codificada que puede actuar como sitio de glicosilacion en la EPO se altera de manera tal que no actda
como sitio de glicosilacién en la EPOa, dicho residuo de aminodcido siendo la EPOa equivalente de un residuo de la
EPO de tipo salvaje seleccionado de un grupo compuesto por residuos de aminoacidos Asn,,, Asnsg, Asngs, Y Ser .

24. Un vector de expresioén o un constructo compuesto del dcido nucleico de la reivindicacion 23.

25. Una célula aislada compuesta del vector o constructo de la reivindicacion 24.

26. Un método para la produccion de proteina de fusioén de la albimina sérica humana de eritropoyetina analoga
(EPOa-ASh) de acuerdo con la reivindicacién 1 en un constructor o vector, que incluye la formacién en un constructo
o vector de una secuencia en la cual un 4cido nucleico compuesto de una secuencia nucleétida que codifica una EPOa
estd vinculado en estructura a un 4cido nucleico que comprende una secuencia nucleétida que codifica una albimina

sérica humana.

27. Un método para la produccién de una proteina de fusién de la albimina sérica humana de eritropoyetina
andloga (EPOa-ASh) de acuerdo con la reivindicacién 1 que incluye:

provision de una célula aislada que comprende un 4dcido nucleico que codifica una proteina de fusién de EPOa-
AShy

expresion de dicha proteina de fusién de EPOa-ASh de dicho dcido nucleico, produciendo asi dicha proteina de
fusién de EPOa-ASh.

28. El método de la reivindicacién 27, donde dicha célula aislada se selecciona de un grupo compuesto de una
célula de mamifero, levadura, planta, insecto o bacteria.

29. Un método para la produccién de proteina de fusioén de la albimina sérica humana de eritropoyetina andloga
(EPOa-ASh) de acuerdo con la reivindicacién 1 que incluye:

proporcionar un organismo transgénico no humano que incluye un transgén que dirige la expresion de la proteina
de fusién de EPOa-ASh;

permitir la expresion del transgén; y

recuperar la proteina de fusién de EPOa-ASh.

30. Un método que proporciona una preparacion transgénica que incluye una proteina de fusién de la albtimina
sérica humana de eritropoyetina andloga (EPOa-ASh) de acuerdo con la reivindicacién 1 en la leche de un mamifero
transgénico no humano que incluye:

proporcionar un mamifero transgénico no humano con una secuencia de codificaciéon de una proteina de fusién de
EPOa-ASh conectada durante la operacién a una secuencia promotora cuyo resultado es la expresion de la secuencia

de codificacion de la proteina en las células epiteliales de una glandula mamaria.

permitir la expresion de la proteina de fusién y obtiene leche del mamifero, por lo tanto, proporcionando la prepa-
racion transgénica.

31. El método de la reivindicacién 29 6 30, donde el organismo transgénico no humano es un animal transgénico
no humano.
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32. El método de la reivindicacién 29 6 30, donde el organismo transgénico no humano es un mamifero lechero
transgénico.

33. El método de la reivindicacién 29 6 30, donde la proteina de fusién de EPOa-ASh se produce en una glandula
mamaria de un mamifero transgénico no humano bajo el control de un promotor especifico de la leche.

34. El método de la reivindicacion 29 6 30, donde dicho promotor es el promotor de la proteina o caseina sérica de
la leche.

35. El método de la reivindicacién 34, donde el mamifero transgénico no humano es una cabra o una vaca.

36. Un organismo transgénico no humano, que incluye un transgén que codifica una proteina de fusién de la
albimina sérica humana de la eritropoyetina andloga (EPOa-ASh) de acuerdo con la reivindicacion 1.

37. Un conejo transgénico, que incluye un transgén que codifica una proteina de fusién de la albimina sérica
humana de eritropoyetina andloga (EPOa-ASh) de acuerdo con la reivindicacién 1.

38. Un ave, que incluye un transgén que codifica una proteina de fusién de la albimina sérica humana de eritropo-
yetina andloga (EPOa-ASh) de acuerdo con la reivindicacién 1.

39. Una composicién farmacéutica con una cantidad terapéuticamente efectiva de una proteina de fusién de la
albimina sérica humana de eritropoyetina andloga (EPOa-ASh) de acuerdo con la reivindicacién 1.

40. Uso de una cantidad terapéuticamente efectiva de una proteina de fusién de la albimina sérica humana de
eritropoyetina andloga (EPOa-ASh) de acuerdo con la reivindicaciéon 1 en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de un sujeto que sufre de insuficiencia renal, enfermedad crénica, infeccién por el VIH, pérdida de sangre
0 cancer.

41. Uso de una cantidad profildctica de una proteina de fusién de la albiimina sérica humana de eritropoyetina
andloga (EPOa-ASh) de acuerdo con la reivindicacién 1 en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
un sujeto preoperativo.

42. Un método para la produccién de una proteina de fusidn de la albimina sérica humana de eritropoyetina
anédloga (EPOa-ASh) de acuerdo con la reivindicacién 1 en una célula cultivada que incluye el suministro de una
célula cultivada que incluye un 4cido nucleico que codifica una proteina de fusién de EPOa-ASh, y expresando la
proteina de fusién de EPOa-ASh del dcido nucleico, produciendo as{ la proteina de fusién de EPOa-ASh.

34



ES 2273497 T3

* * * *

Y/ /74 1193 a.a.

SENAL ADNc DE LA ERITROPOYETINA HUMANA (EPOh)

(ser-gly-gly-gly-glylg

ASh 1792 2.
(ser-gly-gly-gly-gly)
[’ EPOh ASh 795 a.a.

FIG. 1
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Genzyme Transgenics Corp.

<120> “PROTEINA DE FUSION DE LA ALBUMINA SERICA HUMANA DE ERITROPOYETINA ANALOGA”
<130> 10275/041WO1

<140> PCT/US99/13438

<141> 1998-06-15

<150> US 60/089,343

<151> 1998-06-15

<160> 4

<170> FastSEQ for Windows, Versién 4. 0
<210>1

<211> 40

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de enlace generada sintéticamente; los subconjuntos 2 a 8 (cada uno compuesto de una repeticion
de los primeros cinco aminodcidos) que comprenden las posiciones 6 a 40 pueden estar ausentes o presentes

<400> 1
Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
20 25 30

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
35 40

<210>2

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de enlace generada sintéticamente
<400> 2

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10

<210>3

<211>20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de enlace generada sintéticamente
<400> 3

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

Gly Gly Gly Gly
20

<210> 4
<211> 17
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Secuencia de enlace generada sintéticamente

<400> 4

Ser Ser Ser Ser Gly Ser Ser Ser Ser
1 5

Pro

ES 2273497 T3

Gly Ser Ser Ser Ser Gly Ser

10
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