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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para la preparacion de mutantes de glucosilacion de la hormona del crecimiento humana.
Antecedentes de la invencion

La Hormona del crecimiento humana (hGH) y las variantes agonistas de la misma son miembros de una familia de
proteinas recombinantes descritas en la pat. de EE.UU. n° 4.658.021 y la pat. de EE.UU. n°® 5.633.352. Su produc-
cion recombinante y métodos de uso se detallan en las pat. de EE.UU. n°s 4.342.832, 4.601.980; pat. de EE.UU. n°
4.898.830; pat. de EE.UU. n° 5.424.199; y pat. de EE.UU. n° 5.795.745. La hormona del crecimiento humana parti-
cipa en diversos aspectos de la regulacion del crecimiento y desarrollo humano normal. Por medio de la interaccion
con sus receptores, esta hormona hipofisaria de 22 kDa modula una multitud de efectos bioldgicos, tales como el
crecimiento lineal (somatogénesis), lactacién, activaciéon de macréfagos, y efectos similares a la insulina y diabeto-
genos. Chawla, Annu. Rev. Med., 34: 519 (1983); Edwards et al., Science, 239: 769 (1988); Isaksson et al., Annu.
Rev. Physiol., 47: 483 (1985); Thomer y Vance, J. Clin. Invest., 82: 745 (1988); Hughes y Friesen, Annu. Rev.
Physiol., 47: 469 (1985).

La administracion de péptidos glicosilados y no glicosilados para provocar una respuesta fisiologica particular se
conoce bien en la técnica médica. La hGH tanto purificada como recombinante se ha usado para tratar afecciones y
enfermedades debidas a una deficiencia de hGH, p.ej., enanismo en nifios. Un factor importante que ha limitado el
uso de los péptidos terapéuticos es la naturaleza inmunégena de la mayoria de los péptidos. En un paciente, una
respuesta inmundgena hacia un péptido administrado puede neutralizar el péptido y/o conducir al desarrollo de una
respuesta alérgica en el paciente. Otras deficiencias de los glicopéptidos terapéuticos incluyen una potencia subdp-
tima y velocidades de eliminacién elevadas. Los problemas inherentes en los compuestos terapéuticos peptidicos se
han reconocido en la técnica, y se han investigado diversos métodos para resolver estos problemas. Por ejemplo,
para proporcionar compuestos terapéuticos de péptidos solubles, se han unido polimeros sintéticos al esqueleto
peptidico.

Poli(etilenglicol) ("PEG") es un polimero ejemplar que se ha conjugado a polipéptidos. Se ha demostrado que el uso
de PEG para derivatizar compuestos terapéuticos peptidicos reduce la inmunogenicidad de los péptidos. Por ejem-
plo, la pat. de EE.UU. n°® 4.179.337 (Davis et al.) Se refiere a polipéptidos no inmundgenos, tales como enzimas y
hormonas peptidicas acopladas a polietilen glicol (PEG) o polipropilen glicol. Se usan entre 10 y 100 moles de poli-
mero por mol de polipéptido, y se mantiene al menos un 15% de la actividad fisiolégica. Ademas, el tiempo de elimi-
nacion de la circulacion se prolonga debido al tamafio incrementado del conjugado con PEG de los polipéptidos en
cuestion. Los métodos descritos por Davis et al. son métodos de PEG-ilacién quimica.

La modificacién quimica de péptidos da como resultado con frecuencia una pérdida indeseable de actividad del
péptido, que es atribuible a la naturaleza no selectiva de los procedimientos quimicos utilizados para modificar el
péptido. Por ejemplo, cuando el grupo modificador es un péptido hidrosoluble, p.ej. PEG, el modo principal de unién
de PEG y de sus derivados a los péptidos es una unién inespecifica a través de un residuo de aminoacido del pép-
tido. Los estudios de conjugados de polimeros hidrosolubles e interleucina-2 (Fisher et al., Br. J. Haematol., 82: 654
(1992)), factor estimulante de colonias de granulocitos (Satake-Ishikawa et al., Cell Struct. Funct., 17: 157 (1992)),
factor de necrosis tumoral (Tsutsumi et al., Br. J. Cancer, 71: 963 (1996)) y hormona del crecimiento humana (Clark,
et al., J. Biol. Chem., 271:21969 (1996)) han revelado que la PEGilacién quimica de estas proteinas disminuyen la
actividad de union al receptor in vivo de los péptidos.

En muchos métodos de PEGilacién quimica, se afiade poli(etilenglicol) de una manera basicamente aleatoria, ines-
pecifica, a residuos reactivos de un esqueleto peptidico. Para la produccion de péptidos terapéuticos, es claramente
deseable utilizar una estrategia de derivatizacion que dé como resultado la formaciéon de un producto marcado de
manera especifica, facilmente caracterizable y esencialmente homogéneo. Una via prometedora para preparar pép-
tidos marcados de manera especifica es por medio del uso de enzimas, tales como glicosiltransferasas, para unir un
resto de carbohidrato modificado a un péptido.

Las sintesis basadas en enzimas tienen la ventaja de tener regioselectividad y estereoselectividad. Ademas, las
sintesis enzimaticas se llevan a cabo mediante el uso de sustratos sin proteccion. Se usan tres clases principales de
enzimas en la sintesis de carbohidratos, glicosiltransferasas (p.ej. sialiltransferasas, oligosacariltransferasas, N-ace-
tilglucosaminiltransferasas), y glicosidasas. Las glicosidasas se clasifican ademas como exoglicosidasas (p.ej., B-
manosidasa, B-glucosidasa), y endoglicosidasas (p.ej., Endo-A, Endo-M). Cada una de estas tres clases de enzimas
se ha usado con éxito sintéticamente para preparar carbohidratos. Para una revisién general, véase, Crout et al.,
Curr. Opin. Chem. Biol. 2: 98-111 (1998).

Las glicosiltransferasas modifican las estructuras de los oligosacaridos en los glicopéptidos, por lo que producen
productos especificos con un buen control estereoquimico y regioquimico. Las glicosiltransferasas se usan para
preparar oligosacaridos y para modificar estructuras de carbohidratos con unién en N y O terminales, en particular en
glicopéptidos producidos en las células mamiferas. Por ejemplo, los oligosacaridos terminales de los glicopéptidos
se han sialilado y/o fucosilado completamente para proporcionar estructuras de carbohidratos mas consistentes, lo
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que mejora la farmacodinamica del glicopéptido y una diversidad de otras propiedades bioldgicas. Por ejemplo, la B-
1,4-galactosiltransferasa se usé para sintetizar lactosamina, un ejemplo de la utilidad de las glicosiltransferasas en la
sintesis de carbohidratos (véase, p.ej., Wong et al., J. Org. Chem. 47: 5416-5418 (1982)). Ademas, numerosos pro-
cedimientos sintéticos han utilizado a-sialiltransferasas para transferir acido sidlico de acido citidin-5'-monofosfo-N-
acetilneuraminico al 3-OH o 6-OH de galactosa (véase, p.€j., Kevin et al., Chem. Eur. J. 2: 1359-1362 (1996)). Las
fucosiltransferasas se usan en rutas sintéticas para transferir una unidad de fucosa de guanosin-5'-difosfofucosa a
un hidroxilo especifico de un sacarido aceptor. Por ejemplo, Ichikawa preparoé sialil-Lewis-X mediante un método que
implica la fucosilacion de lactosamina sialilada con una fucosiltransferasa clonada (Ichikawa et al., J. Am. Chem.
Soc. 114: 9283-9298 (1992)). Para una discusion de los avances recientes en la sintesis de glicoconjugados para
uso terapéutico véase, Koeller et al., Nature Biotechnology 18: 835-841 (2000). Véanse ademas las patentes de
EE.UU. n° 5.876.980; 6.030.815; 5.728.554; 5.922.577; y el documento WO/9831826.

Las glicosidasas también se han usado para preparar sacaridos. Las glicosidasas catalizan normalmente la hidrdlisis
de un enlace glicosidico. En condiciones adecuadas, sin embargo, se pueden usar para formar este enlace. La ma-
yoria de glicosidasas usadas para la sintesis de carbohidratos son exoglicosidasas; la transferencia de glicosilo se
da en el extremo no reductor del sustrato. La glicosidasa capta un donante de glicosilo en un intermedio glicosilo-
enzima que es interceptado por el agua para proporcionar el producto de hidrdlisis, o por un aceptor, para proporcio-
nar un nuevo glicésido u oligosacarido. Una ruta ejemplar que usa una exoglicosidasa es las sintesis del trisacarido
central de todos los glicopéptidos con unién en N, que incluyen la unién dificil de B-mandsido, que se formé me-
diante la accién de la B-manosidasa (Singh et al., Chem. Commun. 993-994 (1996)).

En otra aplicacion ejemplar del uso de una glicosidasa para formar una unién glicosidica, se ha preparado una glico-
sidasa mutante en la que el aminoacido nucledfilo normal del sitio activo se cambia por un aminoacido no nucledfilo.
Las enzimas mutantes no hidrolizan las uniones glicosidicas, pero todavia pueden formarlas. Las glicosidasas mu-
tantes se usan para preparar oligosacaridos mediante el uso de un fluoruro de a-glicosilo donante y una molécula
aceptora de glicosido (Withers et al., patente de EE.UU. n® 5.716.812). Aunque las glicosidasas mutantes son utiles
para formar oligosacaridos libres, todavia se tiene que demostrar que tales enzimas son capaces de afiadir donantes
de glicosilo a polipéptidos glicosilados o no glicosilados, y tampoco se han usado estas enzimas con donantes de
glicosilo inactivados.

Aunque su uso es menos habitual que el de las exoglicosidasas, las endoglicosidasas también se utilizan para pre-
parar carbohidratos. Los métodos basados en el uso de las endoglicosidasas tiene la ventaja de que se transfiere un
oligosacérido en vez de un monosacarido. Los fragmentos de oligosacaridos se han afiadido a los sustratos me-
diante el uso de endo-B-N-acetilglucosaminas tales como endo-F, endo-M (Wang et al., Tetrahedron Lett. 37: 1975-
1978); y Haneda et al., Carbohydr. Res. 292: 61-70 (1996)).

Ademas de su uso en la preparacion de carbohidratos, las enzimas discutidas anteriormente también se aplican a la
sintesis de glicopéptidos. Se ha publicado la sintesis de una glicoforma homogénea de ribonucleasa B (Witte K. et
al., . Am. Chem. Soc. 119: 2114-2118 (1997)). El nucleo de manosa elevado de la ribonucleasa B se escindido me-
diante el tratamiento del glicopéptido con endoglicosidasa H. La escisién se dio de manera especifica entre los dos
residuos de GIcNAc del nucleo. El tetrasacarido sialil-Lewis X se reconstruyé después enzimaticamente en el sitio de
anclaje de GIcNAc restante en la proteina ya homogénea mediante el uso secuencial de 3-1,4-galactosiltransferasa,
a-2,3-sialiltransferasa y a-1,3-fucosiltransferasa V. Cada etapa catalizada enzimaticamente se desarrollé con un
rendimiento excelente.

También se conocen los métodos que combinan elementos sintéticos tanto quimicos como enzimaticos. Por ejem-
plo, Yamamoto y colaboradores (Carbohydr. Res. 305: 415-422 (1998)) informaron de la sintesis quimioenzimatica
del glicopéptido, Péptido T glicosilado, mediante el uso de una endogliosidasa. El péptido N-acetilglucosaminilo se
sintetizd6 mediante medios puramente quimicos. El péptido posteriormente se elabord enzimaticamente con el oligo-
sacarido del glicopéptido de transferrina humana. La porcion de sacarido se afadié al péptido tratandolo con una
endo-f3-N-acetilglucosaminidasa. El péptido glicosilado resultante fue muy estable y resistente a la proteolisis en
comparacioén con el péptido T y N-acetilglucosaminil péptido T.

Se ha explorado el uso de glicosiltransferasas para modificar la estructura de un péptido con grupos indicadores. Por
ejemplo, Brossmer et al. (patente de EE.UU. n°® 5.405.753) describe la formacion de un derivado de monofosfato de
citidina ("CMP") marcado con fluorescencia de acido sialico y el uso del glicésido fluorescente en un ensayo de la
actividad sialil transferasa y para el marcaje fluorescente de superficies celulares, glicoproteinas y gangliésidos.
Gross et al. (Analyt. Biochem. 186: 127 (1990) describe un ensayo similar. Bean et al. (patente de EE.UU. n°
5.432.059) describe un ensayo para trastornos por deficiencia de glicosilacion que utilizan la reglicosilacién de una
proteina glicosilada de manera deficiente. La proteina deficiente se reglicosila con un glicésido de CMP marcado con
fluorescencia. Cada uno de los derivados de acido sialico fluorescentes se sustituye con el resto fluorescente en la
posicion 9 o en la amina que esta acetilada normalmente en el acido sialico. Los métodos que usan los derivados de
acido sialico fluorescentes son ensayos de la presencia de glicosiltransferasas o de glicoproteinas sin glicosilar o
glicosiladas de manera inadecuada. Los ensayos se llevan a cabo con cantidades pequefias de enzima o glicopro-
teina en una muestra de origen biolégico. No se ha descrito o propuesto la derivatizacion enzimatica de un péptido
glicosilado o no glicosilado a escala preparativa o industrial mediante el uso de un acido sialico modificado.
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También se han usado métodos enzimaticos para activar residuos de glicosilo en un glicopéptido para la elaboracion
quimica posterior. Los residuos de glicosilo se activan en general mediante el uso de galactosa oxidasa, que con-
vierte un residuo de galactosa terminal en el aldehido correspondiente. El aldehido se acopla posteriormente a un
grupo modificador que contiene amina. Por ejemplo, Casares et al. (Nature Biotech. 19: 142 (2001)) ha unido doxo-
rrubicina a los residuos de galactosa oxidados de una quimera MHCII-péptido recombinante.

Los residuos de glicosilo también se han modificado para albergar grupos cetona. Por ejemplo, Mahal y colaborado-
res (Science 276: 1125 (1997)) han preparado N-levulinoil manosamina ("ManLev"), que tiene una funcion cetona en
la posicion ocupada normalmente por el grupo acetilo en el sustrato natural. Las células se trataron con ManLev, por
lo que se incorpord un grupo cetona en la superficie de las células. Véase también Saxon et al., Science 287: 2007
(2000); Hang et al., J. Am. Chem. Soc. 123: 1242 (2001); Yarema et al., J. Biol. Chem. 273: 31168 (1998); y Charter
et al., Glycobiology 10: 1049 (2000).

Los carbohidratos se unen a los glicopéptidos de varias maneras, de las cuales las uniones en N a asparagina y las
uniones en O de tipo mucina a serina y treonina son las mas relevantes para los compuestos terapéuticos de glico-
proteinas recombinantes. Un factor determinante para la iniciacion de la glicosilaciéon de una proteina es el contexto
de la secuencia primaria, aunque otros factores desempefian claramente un papel, lo que incluye la region de la
proteina y la conformacion. La glicosilacion mediante unién en N se da en la secuencia consenso NXS/T, en la que X
puede ser cualquier aminoacido excepto prolina.

Los métodos discutidos anteriormente no proporcionan acceso a cantidades industrialmente relevantes de péptidos
modificados, que mantengan sustancialmente la actividad farmacoldgica de sus analogos sin modificar. Ademas, los
métodos no posibilitan la conjugacion especifica de sitio de un carbohidrato modificado hasta un péptido o glicopép-
tido. Los métodos tampoco proporcionan un medio para preparar péptidos modificados que estén glicosilados o
glicoconjugados en sitios que no son los naturales.

La presente descripciéon responde a estas necesidades proporcionando mutantes de hGH que contienen sitios de
glicosilacion con unién en N u O recién introducidos, lo que proporciona flexibilidad en la glicosilacion y/o glicopegila-
cion de estos mutantes de hGH recombinantes. Ademas, la invencién proporciona un método industrialmente prac-
tico para la modificacion de péptidos de hGH mutantes con unién en N u O con grupos modificadores tales como
polimeros hidrosolubles, restos terapéuticos, biomoléculas, y similares. Son de interés particular los métodos en los
que la hGH mutante modificada tiene propiedades mejoradas, que potencian su uso como un agente terapéutico o
diagnéstico.

BREVE SUMARIO DE LA INVENCION

En un aspecto, la presente invencion, que se define mediante las reivindicaciones adjuntas, proporciona un acido
nucleico aislado que comprende una secuencia polinucleotidica que codifica una hormona del crecimiento humana
mutante. La hormona del crecimiento humana mutante comprende un sitio de glicosilacion con union en O recién
introducido que no esta presente en la hormona del crecimiento humana de tipo natural, en la que dicho sitio de
glicosilacion con unién en O recién introducido esta en un residuo de treonina, y en la que dicho sitio de glicosilacion
con unién en O recién introducido esta localizado en una regién de la hormona del crecimiento mutante que corres-
ponde a SEQ ID N°: 10, 13, 14 6 15. En ciertas realizaciones, la hormona del crecimiento humana de tipo natural
tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°:1 o SEQ ID N°:2. En ciertas realizaciones preferidas, la hormona
del crecimiento humana mutante incluye la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°:3, 4,5,6,7,8,09.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un casete de expresion o una célula que comprende un acido
nucleico, p.ej., un acido nucleico aislado, que incluye una secuencia polinucleotidica que codifica una hormona del
crecimiento humana mutante. La hormona del crecimiento humana mutante incluye un sitio de glicosilacién con
union en O recién introducido que no esta presente en la hormona del crecimiento humana de tipo natural, en la que
dicho sitio de glicosilacién con union en O recién introducido esta en un residuo de treonina, y en la que dicho sitio
de glicosilacién con unién en O recién introducido esta localizado en una regién de la hormona del crecimiento mu-
tante que corresponde a SEQ ID N°s: 10, 13, 14 6 15.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una hormona del crecimiento humana mutante, que comprende
un sitio de glicosilacion con unién en O recién introducido que no esta presente en la hormona del crecimiento
humana de tipo natural, en la que dicho sitio de glicosilacion con unién en O recién introducido esta en un residuo de
treonina, y en la que dicho sitio de glicosilacién con unién en O recién introducido esta localizado en una region de la
hormona del crecimiento mutante que corresponde a SEQ ID N°: 10, 13, 14 6 15. En ciertas realizaciones, la hor-
mona del crecimiento humana de tipo natural tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°:1 o SEQ ID N°:2. En
ciertas realizaciones preferidas, la hormona del crecimiento humana mutante comprende la secuencia de aminoaci-
dos de SEQ ID N°:3,4,5,6,7,8,009.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un método para producir una hormona del crecimiento humana
mutante, que comprende un sitio de glicosilacion con unién en O recién introducido que no esta presente en la hor-
mona del crecimiento humana de tipo natural, en la que dicho sitio de glicosilacion con unién en O recién introducido
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esta en un residuo de treonina, y en la que dicho sitio de glicosilacién con unién en O recién introducido esta locali-
zado en una regiéon de la hormona del crecimiento mutante que corresponde a SEQ ID N°: 10, 13, 14 6 15. Este
método incluye las etapas de producir de manera recombinante la hormona del crecimiento humana mutante, y
glicosilar la hormona del crecimiento humana mutante en el sitio de glicosilacién nuevo. En ciertas realizaciones, la
hormona del crecimiento humana de tipo natural tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 1 o SEQ ID NO:2.
En ciertas realizaciones preferidas, la hormona del crecimiento humana mutante comprende la secuencia de ami-
noacidos de SEQ ID N°:3,4,5,6,7,8,009.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que tiene una cantidad
terapéuticamente eficaz de una hormona del crecimiento humana mutante que comprende un sitio de glicosilacion
con unién en O recién introducido que no esta presente en la hormona del crecimiento humana de tipo natural, en la
que dicho sitio de glicosilaciéon con unién en O recién introducido esta en un residuo de treonina, y en la que dicho
sitio de glicosilacion con unién en O recién introducido esta localizado en una regién de la hormona del crecimiento
mutante que corresponde a SEQ ID N°s: 10, 13, 14 6 15. En ciertas realizaciones, la hormona del crecimiento
humana de tipo natural tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°:1 o SEQ ID N°:2. En ciertas realizaciones
preferidas, la hormona del crecimiento humana mutante comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°:3, 4,
5,6,7,8,009.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona el uso de una hormona del crecimiento humana mutante en la
fabricacién de un medicamento para tratar una deficiencia de la hormona del crecimiento humana en un sujeto. El
uso incluye administrar al sujeto una cantidad de una hormona del crecimiento humana mutante eficaz para tratar o
mejorar la deficiencia de la hormona del crecimiento. La hormona del crecimiento humana mutante usada com-
prende un sitio de glicosilacion con unién en O recién introducido que no existe en la hormona del crecimiento
humana de tipo natural correspondiente, en la que dicho sitio de glicosilacién con unién en O recién introducido esta
en un residuo de treonina, y en la que dicho sitio de glicosilacion con unién en O recién introducido esta localizado
en una region de la hormona del crecimiento mutante que corresponde a SEQ ID N°: 10, 13, 14 6 15. En ciertas
realizaciones preferidas, la hormona del crecimiento humana de tipo natural correspondiente tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N° 1 o SEQ ID NO:2. En ciertas realizaciones preferidas, la hormona del crecimiento
humana mutante comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°:3, 4, 5,6,7, 8,0 9.

En cada uno de los aspectos descritos anteriormente, la hormona del crecimiento humana mutante esta conjugada
opcionalmente a uno o mas grupos modificadores, preferiblemente a través de la glicoconjugacion, lo que da lugar a
un grupo ligador de glicosilo entre el sitio de glicosilacion y el grupo modificador. Un grupo modificador ejemplar es
poli(etilen glicol).

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 son las secuencias de aminoacidos de GH-N (hGH derivada de hipdfisis) y GH-V (hGH derivada de pla-
centa). Las flechas indican la posiciéon del aminoacido para la introduccion mutacional de (GH-N) o un sitio de glico-
silacion con unién en N existente de forma natural (GH-V).

La FIG. 2 es la representacion de la estructura cristalina de una hGH mutante GH-N glicosilada (Lys140 a Asn140) y
su polipéptido receptor.

La FIG. 3 son esquemas de glicoPEGilacion para mutantes con glicano unido en N de hGH producidos en células de
insecto y células de mamifero.

La FIG. 4 muestra la glicoPEGilacion de un mutante con glicano unido en O de hGH producido en Escherichia coli.

La FIG. 5 exhibe mutantes alternativos de GH-N para introducir sitios de glicosilacion. Las flechas indican las regio-
nes de los giros de la proteina de GH-N en los que se puede introducir un sitio de glicosilacion.

La FIG. 6 son las secuencias de aminoacidos de seis (6) sitios de glicosilacion con union en O diferentes que se
pueden introducir en la hGH derivada de hipéfisis (GH-N). También se muestra la secuencia de aminoacidos de tipo
natural para GH-N como comparacion. Las flechas indican el residuo de treonina del mutante de glicano GH-N en el
que se dara la glicosilacién con union en O.

La FIG. 7 son las secuencias de aminoacidos de un mutante GH-N con unién en O de hGH 134(rtg) — ttt y de un
mutante GH-N 5' con unién en O de hGH en las que los aminoacidos -3 a -1 (ptt) se insertan en el extremo amino-
terminal, lo que da como resultado un polipéptido de hGH de 194 de aminoacidos.

La FIG. 8 son las secuencias de aminoacidos de un mutante GH-N con uniéon en O de hGH 134(rtg) — ttg y de un
mutante GH-N 5' con unién en O de hGH en las que los aminoacidos -3 a -1 (mvt) se insertan en el extremo amino-
terminal, lo que da como resultado un polipéptido de hGH de 194 de aminoacidos.

La FIG. 9A representa la secuencia de aminoacidos de la hormona del crecimiento humana madura (GH-N) (SEQ ID
N°:1). La FIG. 9B representa la secuencia de aminoacidos de la hormona del crecimiento humana madura (GH-V)

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2380093 T3

(SEQ ID N°:2). La FIG. 9C representa la secuencia de aminoacidos del mutante 1 de la hormona del crecimiento
humana (SEQ ID N°:3). La FIG. 9D representa la secuencia de aminoacidos del mutante 2 de la hormona del creci-
miento humana (SEQ ID NO:4). La FIG. 9E representa la secuencia de aminoacidos del mutante 3 de la hormona
del crecimiento humana (SEQ ID NO: 5). La FIG. 9F representa la secuencia de aminoacidos del mutante 4 de la
hormona del crecimiento humana (SEQ ID NO:6). La FIG. 9G representa la secuencia de aminoacidos del mutante 5
de la hormona del crecimiento humana (SEQ ID NO:7). La FIG. 9H representa la secuencia de aminoacidos del
mutante 6 de la hormona del crecimiento humana (SEQ ID NO:8). La FIG. 9l representa la secuencia de aminoaci-
dos del mutante 7 de la hormona del crecimiento humana (SEQ ID NO:9).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Definiciones

El término "acido nucleico" o "polinuclestido” se refiere a acidos desoxirribonucleicos (ADN) o acidos ribonucleicos
(ARN) y polimeros de los mismos en forma monocatenaria o bicatenaria. A menos que se limite de manera especi-
fica, el término abarca los acidos nucleicos que contienen analogos conocidos de nucleétidos naturales que tienen
propiedades de unién similares a las del acido nucleico de referencia y que se metabolizan de una manera similar a
los nucledtidos naturales. A menos que se indique de otra manera, una secuencia de acido nucleico particular tam-
bién abarca implicitamente las variantes modificadas de manera conservativa de la misma (p.ej., sustituciones de
codones degenerados), alelos, ortdlogos, SNPs, y secuencias complementarias, asi como la secuencia indicada
explicitamente. De forma especifica, las sustituciones de codones degenerados se pueden conseguir generando
secuencias en las que la tercera posicién de uno o mas codones seleccionados (o de todos ellos) esta sustituida con
residuos de bases mixtas y/o desoxiinosina (Batzer et al., Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Biol.
Chem. 260:2605-2608 (1985); y Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8:91-98 (1994)). El término acido nucleico se usa
de manera intercambiable con gen, cADN, y mARN codificado por un gen.

El término "gen" significa el segmento de ADN implicado en la produccion de una cadena polipeptidica. Puede incluir
las regiones precedentes y posteriores a la regidn codificante (lider y trailer), asi como las secuencias intermedias
(intrones) entre los segmentos codificantes individuales (exones).

El término "aislado", cuando se aplica a un acido nucleico o proteina, indica que el acido nucleico o proteina esta
esencialmente exento de otros componentes celulares con los que esta asociado en el estado natural. Preferible-
mente, esta en un estado homogéneo, aunque puede estar en seco o en disolucién acuosa. La pureza y la homoge-
neidad se determinan en general mediante el uso de técnicas de quimica analitica tales como la electroforesis en gel
de poliacrilamida o la cromatografia liquida de alto rendimiento. Una proteina que es la especie predominante pre-
sente en una preparacion esta sustancialmente purificada. En particular, un gen aislado esta separado de los marcos
de lectura abiertos que flanquean el gen, y que codifican una proteina diferente del gen de interés. El término "purifi-
cado" indica que un acido nucleico o proteina da lugar esencialmente a una banda en un gel de electroforesis. En
particular, significa que el acido nucleico o proteina tiene una pureza de al menos un 85%, mas preferiblemente al
menos un 95%, y lo mas preferiblemente al menos un 99%.

El término aminoacido se refiere a los aminoacidos naturales y a los aminoacidos sintéticos, asi como a los analogos
de aminoacidos y a las moléculas miméticas de aminoacidos que funcionan de una manera similar a los aminoaci-
dos naturales. Los aminoacidos naturales son aquellos codificados por el cédigo genético, asi como aquellos ami-
noacidos que se modifican mas tarde, p.ej., hidroxiprolina, y-carboxiglutamato, y O-fosfoserina. Los analogos de
aminoacidos se refieren a los compuestos que tienen la misma estructura quimica basica que los aminoacidos natu-
rales, es decir, un carbono a que esta unido a un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino, y un grupo R, p.€j.,
homoserina, norleucina, sulféxido de metionina, metionina metil sulfonio. Tales analogos tienen grupos R modifica-
dos (p.ej., norleucina) o esqueletos peptidicos modificados, pero conservan la misma estructura quimica basica que
un aminodcido natural. Las "moléculas miméticas de aminoacidos" se refieren a compuestos quimicos que tienen
una estructura que es diferente de la estructura quimica general de un aminoacido, pero que funcionan de una ma-
nera similar a un aminoacido natural.

Existen diversos métodos conocidos en la técnica que permiten la incorporacion de un derivado o analogo de ami-
noacido que no es natural en una cadena polipeptidica de una manera especifica de sitio, véase, p.€j., el documento
WO 02/086075.

Los aminoacidos se pueden denominar en la presente memoria mediante los simbolos de tres letras conocidos co-
munmente o mediante los simbolos de una letra recomendados por la Comision de Nomenclatura Bioguimica de la
IUPAC-IUB. Los nucleétidos, de forma similar, se pueden denominar por sus codigos de una letra aceptados co-
munmente.

"Variantes modificadas de manera conservativa" es aplicable tanto a las secuencias de aminoacidos como a las
secuencias de acidos nucleicos. Con respecto a las secuencias de acidos nucleicos particulares, "variantes modifi-
cadas de manera conservativa" se refiere a aquellos acidos nucleicos que codifican secuencias de aminoacidos
idénticas o esencialmente idénticas, o en las que el acido nucleico no codifica una secuencia de aminoacidos, res-
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pecto de secuencias esencialmente idénticas. Debido a la degeneracion del cédigo genético, un gran nimero de
acidos nucleicos funcionalmente idénticos codifican una proteina dada. Por ejemplo, los codones GCA, GCC, GCG y
GCU codifican el aminoacido alanina. Asi, en cada posicién en la que una alanina esta especificada por un codon, el
codon se puede alterar hasta cualquiera de los codones correspondientes descritos sin alterar el polipéptido codifi-
cado. Tales variaciones de los acidos nucleicos son "variaciones sindbnimas", que son una especie de variaciones
modificadas de forma conservativa. Cada secuencia de acido nucleico de la presente memoria que codifica un poli-
péptido también describe cada variacién sinénima posible del acido nucleico. Un experto en la técnica reconocera
que cualquier codon de un acido nucleico (excepto AUG, que generalmente es el Unico codon para metionina, y
TGG, que generalmente es el Unico codon para triptéfano) se puede modificar para proporcionar una molécula fun-
cionalmente idéntica. Por lo tanto, cada variaciéon sinénima de un acido nucleico que codifica un polipéptido esta
implicita en cada secuencia descrita.

Como con las secuencias de aminoacidos, un experto reconocera que las sustituciones, deleciones o adiciones
individuales a un acido nucleico, péptido, polipéptido, o secuencia de proteina que altere, afiada o elimine un Unico
aminoacido o un porcentaje pequefio de aminoacidos en la secuencia codificada es una "variante modificada de
manera conservativa" en la que la alteracion da como resultado la sustituciéon de un aminoacido con un aminoacido
quimicamente similar. Las tablas de sustituciones conservativas que proporcionan aminoacidos funcionalmente
similares se conocen muy bien en la técnica. Tales variantes modificadas de manera conservativa son adicionales, y
no excluyen las variantes polimérficas, homdlogos interespecie, y alelos de la invencion.

Los ocho grupos siguientes contienen cada uno los aminoacidos que son sustituciones conservativas entre si:
1)  Alanina (A), Glicina (G);

2)  Acido aspartico (D), acido glutamico (E);

3) Asparagina (N), Glutamina (Q);

4)  Arginina (R), Lisina (K);

5) Isoleucina (I), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V);

6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptdfano (W);

7) Serina (S), Treonina (T); y

8) Cisteina (C), Metionina (M)

(véase, p.gj., Creighton, Proteins (1984)).

Los aminoacidos se pueden denominar en la presente memoria mediante los simbolos de tres letras conocidos co-
munmente o mediante los simbolos de una letra recomendados por la Comision de Nomenclatura Bioquimica de la
IUPAC-IUB. Los nucledtidos, de forma similar, se pueden denominar por sus codigos de una letra aceptados co-
munmente.

En la presente solicitud, los residuos de aminoacidos se numeran segun sus posiciones relativas desde el residuo
mas a la izquierda, que se numera con el nimero 1, en una secuencia polipeptidica de tipo natural.

"Préximo a un residuo de prolina", tal como se usa en la presente memoria, se refiere a un aminoacido que esta a
una distancia menor de alrededor de 10 aminoacidos de un residuo de prolina, preferiblemente, a una distancia
menor de alrededor de 9, 8, 7, 6 6 5 aminoacidos de un residuo de prolina, mas preferiblemente, a una distancia
menor de alrededor de 4, 3, 2 o residuos de un residuo de prolina. El aminoacido "préximo a un residuo de prolina"
puede estar en el lado C- o N-terminal del residuo de prolina.

"Polipéptido”, "péptido", y "proteina" se usan de manera intercambiable en la presente memoria para referirse a un
polimero de residuos de aminoacidos. Los tres términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los que uno o
mas residuos de aminoacidos son una molécula mimética quimica artificial de un aminoacido natural correspon-
diente, asi como a polimeros de aminoacidos que se dan de manera natural y polimeros de aminoacidos que no se
dan de manera natural. Tal como se usa en la presente memoria, las expresiones abarcan las cadenas de aminoaci-
dos de cualquier longitud, que incluyen proteinas de tamafio completo, en las que los residuos de aminoacidos estan
unidos mediante enlaces peptidicos covalentes.

El término "mutar" o "mutacion”, tal como se usa en el contexto de la introduccion de sitio(s) de glicosilacion con
unién en N u O adicional(es) en una hormona del crecimiento humana de tipo natural, se refiere a la delecion, inser-
cion, o sustitucion de cualquier nucleétido o residuo de aminoacido, mediante medios quimicos, enzimaticos o de
otro tipo, en una secuencia polinucleotidica que codifica una hormona del crecimiento humana de tipo natural o la
secuencia de aminoacidos de una hormona del crecimiento humana de tipo natural, respectivamente, de forma que
la secuencia de aminoacidos de la hormona del crecimiento humana resultante comprende al menos un sitio de
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glicosilacion con unién en N u O que no existe en la hormona del crecimiento humana de tipo natural correspon-
diente. En el caso de la sustitucién de aminoacidos, las sustituciones conservativas y no conservativas se pueden
usar para crear un mutante de hGH que contiene un sitio de glicosilacion con unién en N u O nuevo.

El sitio para una mutacién que introduce un sitio de glicosilacion con unién en N u O nuevo puede estar localizado en
cualquier parte del polipéptido. Las secuencias de aminoacidos ejemplares para los mutantes de la hormona del
crecimiento humana se representan en SEQ ID N°s:3-9. Una "hormona del crecimiento humana mutante" de esta
invencion, asi, comprende al menos un residuo de aminoacido mutado. Por otra parte, la hormona del crecimiento
humana de tipo natural cuya secuencia codificante se modifica para generar una hormona del crecimiento humana
mutante se denomina en esta solicitud "la hormona del crecimiento humana de tipo natural correspondiente”. Por
ejemplo, SEQ ID N°:1 es la secuencia de aminoacidos de la hormona del crecimiento humana de tipo natural corres-
pondiente para las hormonas del crecimiento humanas mutantes que tienen las secuencias de aminoacidos de SEQ
ID N°s:3-9.

El término "cantidad eficaz", tal como se usa en la presente memoria, se refiere a una cantidad que produce los
efectos terapéuticos para los que se administra la sustancia. Los efectos incluyen la prevencion, correccién, o inhibi-
cién de la progresion de los sintomas de una enfermedad/afeccion y las complicaciones relacionadas en cualquier
grado detectable. La cantidad exacta dependera del propdsito del tratamiento y sera determinable por un experto en
la técnica mediante el uso de métodos conocidos (véase, p.gj., Lieberman, Pharmaceutical Dosage Forms (vols. 1-3,
1992); Lloyd, The Art, Science and Technology of Pharmaceutical Compounding (1999); y Pickar, Dosage
Calculations (1999)).

Tal como se usa en la presente memoria, el término "carbohidrato modificado" se refiere a un carbohidrato natural o
no natural que se afiade enzimaticamente en un residuo de aminoéacido o un residuo de glicosilo de un péptido en un
procedimiento de la invencion. El carbohidrato modificado se selecciona de varios sustratos enzimaticos que inclu-
yen, pero sin limitacion, nucleétidos de carbohidratos (mono-, di-, y trifosfatos), carbohidratos activados (p.ej., halu-
ros de glicosilo, mesilatos de glicosilo) y carbohidratos que ni estan activados ni son nucleétidos. El "carbohidrato
modificado" se funcionaliza de manera covalente con un "grupo modificador". Los grupos modificadores utiles inclu-
yen, pero sin limitacién, polimeros hidrosolubles, restos terapéuticos, restos de diagnéstico, biomoléculas y similares.
El grupo modificador preferiblemente no es un carbohidrato natural, o un carbohidrato sin modificar. El lugar de la
funcionalizacion con el grupo modificador se selecciona de tal manera que no impida que el "carbohidrato modifi-
cado" sea afiadido enzimaticamente a un péptido.

El término "hidrosoluble" se refiere a restos que tienen cierto grado detectable de solubilidad en agua. Los métodos
para detectar y/o cuantificar la solubilidad en agua se conocen muy bien en la técnica. Los polimeros hidrosolubles
ejemplares incluyen péptidos, sacaridos, poli(éteres), poli(aminas), poli(acidos carboxilicos) y similares. Los péptidos
pueden tener secuencias mixtas o estar compuestos de un Unico aminoacido, p.ej., poli(lisina). Un polisacarido
ejemplar es poli(acido sialico). Un poli(éter) ejemplar es poli(etilen glicol), p.ej., m-PEG. La poli(etilen imina) es una
poliamina ejemplar, y el poli(acido acrilico) es un poli(acido carboxilico) representativo.

El esqueleto polimérico del polimero hidrosoluble puede ser poli(etilen glicol) (es decir, PEG). Sin embargo, se debe-
ria entender que también son adecuados otros polimeros relacionados para el uso en la practica de esta invencion, y
que el uso del término PEG o poli(etilen glicol) pretende incluir, y no excluir, a este respecto. El término PEG incluye
poli(etilen glicol) en cualquiera de sus formas, que incluyen alcoxi PEG, PEG difuncional, PEG con multiples brazos,
PEG bifurcado, PEG ramificado, PEG pendiente (es decir, PEG o polimeros relacionados que tienen uno o mas
grupos funcionales que penden del esqueleto polimérico), o PEG con uniones degradables en él.

El esqueleto polimérico puede ser lineal o ramificado. Los esqueletos poliméricos ramificados se conocen en general
en la técnica. Generalmente, un polimero ramificado tiene un resto con un nucleo de rama central y una diversidad
de cadenas poliméricas lineales unidas al nucleo de la rama central. PEG se usa habitualmente en formas ramifica-
das que se pueden preparar mediante la adicién de 6xido de etileno a diversos polioles, tales como glicerol, pentae-
ritritol y sorbitol. El resto de la rama central puede derivar también de varios aminoacidos, tales como lisina. El
poli(etilen glicol) ramificado se puede representar en una forma general como R(-PEG-OH)n, en la que R representa
el resto del nucleo, tal como glicerol o pentaeritritol, y m representa el nimero de brazos. Las moléculas de PEG con
multiples brazos, tales como las descritas en la pat. de EE.UU. n°® 5.932.462, que se incorpora como referencia en la
presente memoria en su totalidad, también se pueden usar como esqueleto del polimero.

Otros muchos polimeros también son adecuados para la invencién. Los esqueletos poliméricos no peptidicos e
hidrosolubles, con 2 a alrededor de 300 extremos, son especialmente utiles en la invencion. Los ejemplos de polime-
ros adecuados incluyen, pero sin limitacién, otros poli(alquilen glicoles), tales como poli(propilen glicol) ("PPG"),
copolimeros de etilen glicol y propilen glicol y similares, poli(poliol oxietilado), poli(alcohol olefinico),
poli(vinilpirrolidona), poli(hidroxipropilmetacrilamida), poli(a-hidroxi acido), poli(alcohol vinilico), polifosfaceno, po-
lioxazolina, poli(N-acriloilmorfolina), tales como los descritos en la pat. de EE.UU. n° 5.629.384, que se incorpora
como referencia en la presente memoria en su totalidad, y copolimeros, terpolimeros, y mezclas de los mismos.
Aunque el peso molecular de cada cadena del esqueleto de polimero puede variar, normalmente esta en el intervalo
de alrededor de 100 Da a alrededor de 100.000 Da, a menudo de alrededor de 6.000 Da a alrededor de 80.000 Da.
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El "area bajo la curva" o "ABC", tal como se usa en la presente memoria en el contexto de la administracion de un
farmaco peptidico a un paciente, se define como el area total bajo la curva que describe la concentraciéon de farmaco
en la circulacién sistémica en el paciente como una funcién del tiempo de cero al infinito.

El término "semivida" o "t'%", tal como se usa en la presente memoria en el contexto de la administraciéon de un far-
maco peptidico a un paciente, se define como el tiempo necesario para que la concentracién plasmatica de un far-
maco en un paciente se reduzca a la mitad. Puede haber mas de una semivida asociada al farmaco peptidico, de-
pendiendo de multiples mecanismos de eliminacion, redistribucion, y otros mecanismos muy conocidos en la técnica.
Normalmente, las semividas alfa y beta se definen de manera que la fase alfa esta asociada a la redistribucion, y la
fase beta esta asociada a la eliminacion. Sin embargo, con los farmacos proteicos que, en su mayor parte, estan
confinados en el torrente sanguineo, puede haber como minimo dos semividas de eliminacién. Para algunos pépti-
dos glicosilados, la eliminacion de la fase beta rapida puede estar mediada a través de receptores en los macrofa-
gos, o células endoteliales que reconocen la lactosa, N-acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina, manosa, o fucosa
terminales. La eliminacion de fase beta mas lenta se puede dar por medio de la filtracion glomerular renal para molé-
culas con un radio efectivo < 2 nm (aproximadamente 68 kD) y/o la captacién y el metabolismo especifico o inespe-
cifico en los tejidos. La glicoPEGilacién puede tapar los carbohidratos terminales (p.ej., galactosa o N-acetilgalacto-
samina), y por lo tanto bloquear la eliminacion de fase alfa rapida por medio de receptores que reconocen estos
carbohidratos. También puede conferir un radio efectivo mas largo, y por lo tanto disminuir el volumen de distribucion
y la captacion tisular, por lo que se prolonga la fase beta tardia. Asi, el impacto exacto de la glicoPEGilacion sobre
las semividas de la fase alfa y la fase beta variara dependiendo del tamafio, el estado de glicosilacién, y otros para-
metros, tal como se conoce en la técnica. Una explicacion adicional de la "semivida" se halla en Pharmaceutical
Biotechnology (1997, DFA Crommelin y RD Sindelar, eds., Harwood Publishers, Amsterdam, pags. 101 - 120).

El término "glicoconjugacion”, tal como se usa en la presente memoria, se refiere a la conjugacion mediada enzima-
ticamente de una especie de carbohidrato modificado en un residuo de aminoéacido o glicosilo de un polipéptido,
p.ej., una hormona del crecimiento humana mutante de la presente invencion. Un subgénero de la "glicoconjugacién”
es la "glicol-PEGilacion”, en la que el grupo modificador del carbohidrato modificado es poli(etilen glicol), y un deri-
vado de alquilo (p.ej., m-PEG) o derivado reactivo (p.ej., Ho2N-PEG, HOOC-PEG) del mismo.

Las expresiones "a gran escala" y "a escala industrial" se usan de manera intercambiable y se refieren a un ciclo de
reacciones que produce al menos alrededor de 250 mg, preferiblemente al menos alrededor de 500 mg, y mas prefe-
riblemente al menos alrededor de 1 gramo de glicoconjugado al finalizar un Unico ciclo de reacciones.

La expresion "grupo ligador de glicosilo", tal como se usa en la presente memoria, se refiere a un residuo de glicosilo
al cual se le ha unido de manera covalente un grupo modificador (p.ej., resto de PEG, resto terapéutico, biomolé-
cula); el grupo ligador de glicosilo une el grupo modificador al resto del conjugado. En los métodos de la invencion, el
"grupo ligador de glicosilo" se une de manera covalente a un péptido glicosilado o sin glicosilar, por lo que une el
agente a un aminoacido y/o residuo de glicosilo del péptido. Un "grupo ligador de glicosilo" deriva en general de un
"carbohidrato modificado" mediante la unién enzimatica del "carbohidrato modificado" a un aminoacido y/o residuo
de glicosilo del péptido. El grupo ligador de glicosilo puede ser una estructura derivada de sacarido que se degrada
durante la formacién del casete grupo modificador-carbohidrato modificado (p.ej., oxidacion — formacién de base de
Schiff — reduccién), o el grupo ligador de glicosilo puede estar intacto. Un "grupo ligador de glicosilo intacto" se
refiere a un grupo ligador que deriva de un resto de glicosilo en el que el monémero de sacarido que une el grupo
modificador y el resto del conjugado no se degrada, p.ej., oxida, p.ej., mediante metaperyodato sédico. Los "grupos
ligadores de glicosilo intactos" de la invencion se pueden derivar de un oligosacarido natural mediante la adicion de
unidad(es) de glicosilo o la extraccion de una o mas unidades de glicosilo de una estructura de sacarido inicial.

La expresion "resto de seleccion del objetivo”, tal como se usa en la presente memoria, se refiere a las especies que
se localizardn de manera selectiva en un tejido o region particular del organismo. La localizacion esta mediada por el
reconocimiento especifico de determinantes moleculares, el tamafio molecular del agente o conjugado de seleccion
del objetivo, las interacciones idnicas, interacciones hidrofobas y similares. Los expertos en la técnica conocen otros
mecanismos para seleccionar como objetivo con un agente un tejido o region particulares. Los restos de seleccion
del objetivo ejemplares incluyen anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, transferrina, HS-glicoproteina, factores de
coagulacion, proteinas séricas, B-glicoproteina, G-CSF, GM-CSF, M-CSF, EPO y similares.

Tal como se usa en la presente memoria, "resto terapéutico” significa cualquier agente util para la terapia que in-
cluye, pero sin limitacién, antibidticos, agentes anti-inflamatorios, farmacos anti-tumorales, citotoxinas, y agentes
radiactivos. El "resto terapéutico” incluye profarmacos de agentes bioactivos, construcciones en las que mas de un
resto terapéutico estd unido a un portador, p.ej., agentes multivalentes. El resto terapéutico incluye también protei-
nas y construcciones que incluyen proteinas. Las proteinas ejemplares incluyen, pero sin limitacion, eritropoyetina
(EPO), factor estimulador de colonias de granulocitos (GCSF), factor estimulador de colonias de granulocitos-ma-
crofagos (GMCSF), interferdn (p.ej., interferén-a, -B, -y), interleucina (p.ej., Interleucina Il), proteinas séricas (p.ej.,
Factores VII, Vlla, VI, IX, y X), gonadotropina coriénica humana (HCG), hormona estimulante del foliculo (FSH) y
hormona luteinizante (LH) y proteinas de fusién de anticuerpos (p.ej. proteina de fusidn receptor del factor de necro-
sis tumoral (TNFR)/dominio Fc).
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Tal como se usa en la presente memoria, "farmaco anti-tumoral" significa cualquier agente util para combatir el can-
cer que incluye, pero sin limitacion, citotoxinas y agentes tales como antimetabolitos, agentes alquilantes, antracicli-
nas, antibiéticos, agentes antimitéticos, procarbazina, hidroxiurea, asparaginasa, corticoesteroides, interferones y
agentes radiactivos. También estan abarcados dentro del alcance del término "farmaco anti-tumoral" los conjugados
de péptidos con actividad anti-tumoral, p.ej. TNF-a. Los conjugados incluyen, pero sin limitacion, aquellos formados
entre una proteina terapéutica y una glicoproteina de la invencion. Un conjugado representativo es el que se forma
entre PSGL-1y TNF-a.

Tal como se usa en la presente memoria, "una citotoxina o agente citotdxico" significa cualquier agente que es per-
judicial para las células. Los ejemplos incluyen taxol, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mi-
tomicina, etoposido, tenopdsido, vincristina, vinblastina, colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxi antraci-
nediona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-deshidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina,
lidocaina, propranolol, y puromicina y analogos u homoélogos de los mismos. Otras toxinas incluyen, por ejemplo,
ricina, CC-1065 y analogos, las duocarmicinas. Aun otras toxinas incluyen la toxina de la difteria, y veneno de ser-
piente (p.ej., veneno de cobra).

Tal como se usa en la presente memoria, "un agente radiactivo" incluye cualquier radioisétopo que es eficaz en el
diagnéstico o la destruccion de un tumor. Los ejemplos incluyen, pero sin limitacién, indio-111, cobalto-60. Ademas,
los elementos radiactivos naturales, tales como uranio, radio, y torio, que generalmente representan mezclas de
radioisétopos, son ejemplos adecuados de un agente radiactivo. Los iones metalicos se quelan generalmente con un
resto quelante organico.

Muchos grupos quelantes utiles, éteres corona, criptandos y similares se conocen en la técnica y se pueden incorpo-
rar en los compuestos de la invencién (p.ej., EDTA, DTPA, DOTA, NTA, HDTA, etc., y sus analogos de fosfonato
tales como DTPP, EDTP, HDTP, NTP, etc.). Véase, por ejemplo, Pitt et al., "The Design of Chelating Agents for the
Treatment of Iron Overload”, En, INORGANIC CHEMISTRY IN BIOLOGY AND MEDICINE; Martell, Ed.; American
Chemical Society, Washington, D.C., 1980, pags. 279-312; Lindoy, THE CHEMISTRY OF MACROCYCLIC LIGAND
COMPLEXES; Cambridge University Press, Cambridge,1989; Dugas, BIOORGANIC CHEMISTRY; Springer-Verlag,
Nueva York, 1989, y las referencias contenidas en ellos.

Ademas, los expertos en la técnica tienen a su disposicion una diversidad de vias que permiten la unién de los
agentes quelantes, éteres corona y ciclodextrinas a otras moléculas. Véase, por ejemplo, Meares et al., "Properties
of In Vivo Chelate-Tagged Proteins and Polypeptides". En, MODIFICATION OF PROTEINS: FOOD, NUTRITIONAL,
AND PHARMACOLOGICAL ASPECTS"; Feeney, et al., Eds., American Chemical Society, Washington, D.C., 1982,
pags. 370-387; Kasina et al., Bioconjugate Chem., 9: 108-117 (1998); Song et al., Bioconjugate Chem., 8: 249-255
(1997).

Tal como se usa en la presente memoria, un "vehiculo farmacéuticamente aceptable" incluye cualquier material que
cuando se combina con el conjugado conserva la actividad del conjugado y no es reactivo con el sistema inmunitario
del sujeto. Los ejemplos incluyen, pero sin limitacion, cualquiera de los vehiculos farmacéuticos habituales tales
como una solucion salina tamponada con fosfato, agua, emulsiones tales como emulsién aceite/agua, y diversos
tipos de agentes humectantes. Otros vehiculos también pueden incluir soluciones estériles, comprimidos que inclu-
yen comprimidos revestidos y capsulas. En general, tales vehiculos contienen excipientes tales como almidon, leche,
carbohidratos, ciertos tipos de arcilla, gelatina, acido estearico o sales del mismo, estearato magnésico o calcico,
talco, grasas o aceites vegetales, gomas, glicoles, u otros excipientes conocidos. Tales vehiculos pueden incluir
también aditivos de aroma y color y otros ingredientes. Las composiciones que comprenden tales vehiculos se for-
mulan mediante métodos convencionales muy conocidos.

Tal como se usa en la presente memoria, "administrar” significa la administracion oral, inhalacion, administracion en
forma de un supositorio, contacto tépico, intravenoso, intraperitoneal, intramuscular, intralesional, intranasal o la
administracion subcutanea, o la implantacién de un dispositivo de liberacion lenta, p.ej., una bomba mini-osmética, al
sujeto. La administracion puede ser mediante cualquier via que incluye la parenteral, y transmucosa (p.ej., oral,
nasal, vaginal, rectal, o transdérmica). La administracion parenteral incluye, p.ej., la intravenosa, intramuscular, intra-
arteriolar, intradérmica, subcutanea, intraperitoneal, intraventricular, e intracraneal. Ademas, cuando la inyeccion es
para tratar un tumor, p.ej., inducir la apoptosis, la administracion puede ser directamente en el tumor y/o en los teji-
dos que rodean el tumor. Otros modos de administracion incluyen, pero sin limitacién, el uso de formulaciones lipo-
sémicas, infusion intravenosa, parches transdérmicos, etc.

El término "aislado" se refiere a un material que esta sustancialmente o esencialmente exento de componentes, que
se usa para producir el material. Para los conjugados peptidicos de la invencion, el término "aislado" se refiere a un
material que esta sustancialmente o esencialmente exento de componentes, que acompafian normalmente al mate-
rial en la mezcla usada para preparar el conjugado peptidico. "Aislado" y "puro” se usan de manera intercambiable.
En general, los conjugados peptidicos aislados de la invencion tienen un nivel de pureza que se expresa preferible-
mente en forma de un intervalo. El extremo inferior del intervalo de pureza para los conjugados peptidicos es de
alrededor del 60%, alrededor del 70% o alrededor del 80%, y el extremo superior del intervalo de pureza es de alre-
dedor del 70%, alrededor del 80%, alrededor del 90% o mas de alrededor del 90%.
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Cuando los conjugados peptidicos tienen una pureza de mas de alrededor del 90%, sus purezas también se expre-
san preferiblemente en forma de un intervalo. El extremo inferior del intervalo de pureza es de alrededor del 90%,
alrededor del 92%, alrededor del 94%, alrededor del 96% o alrededor del 98%. El extremo superior del intervalo de
pureza es de alrededor del 92%, alrededor del 94%, alrededor del 96%, alrededor del 98% o alrededor del 100%.

La pureza se determina mediante cualquier método de analisis reconocido en la técnica (p.gj., intensidad de las
bandas en un gel tefiido con plata, electroforesis en gel de poliacrilamida, HPLC, o un medio similar).

"Esencialmente cada miembro de la poblacién”, tal como se usa en la presente memoria, describe una caracteristica
de una poblacién de conjugados peptidicos de la invencion en la que un porcentaje seleccionado de los carbohidra-
tos modificados afiadidos a un péptido se afiaden en multiples sitios aceptores idénticos del péptido. "Esencialmente
cada miembro de la poblacién” se refiere a la "homogeneidad" de los sitios del péptido conjugados a un carbohidrato
modificado, y se refiere a los conjugados de la invencién, que tienen una homogeneidad de al menos alrededor del
80%, preferiblemente al menos alrededor del 90% y mas preferiblemente al menos alrededor del 95%.

"Homogeneidad" se refiere a la consistencia estructural en una poblacién de restos aceptores a los que se conjugan
los carbohidratos modificados. Asi, en un conjugado peptidico de la invencion en el que cada resto de carbohidrato
modificado se conjuga a un sitio aceptor que tiene la misma estructura que el sitio aceptor al que se conjugan todos
los demas carbohidratos modificados, se dice que el conjugado peptidico tiene una homogeneidad de alrededor del
100%. La homogeneidad se expresa generalmente en forma de un intervalo. El extremo inferior del intervalo de
homogeneidad para los conjugados peptidicos es de alrededor del 60%, alrededor del 70% o alrededor del 80%, y el
extremo superior del intervalo de pureza es de alrededor del 70%, alrededor del 80%, alrededor del 90% o mas de
alrededor del 90%.

Cuando los conjugados peptidicos tienen una homogeneidad mayor o igual a alrededor del 90%, su homogeneidad
también se expresa preferiblemente en forma de un intervalo. El extremo inferior del intervalo de homogeneidad es
de alrededor del 90%, alrededor del 92%, alrededor del 94%, alrededor del 96% o alrededor del 98%. El extremo
superior del intervalo de homogeneidad es de alrededor del 92%, alrededor del 94%, alrededor del 96%, alrededor
del 98% o alrededor del 100%. La pureza de los conjugados peptidicos se determina en general mediante uno o mas
métodos conocidos para los expertos en la técnica, p.ej., cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS),
espectrometria de masas de tiempo de vuelo con desorcién por laser asistida por matriz (MALDITOF), electroforesis
capilar, y similares.

"Glicoforma sustancialmente uniforme" o un "patrén de glicosilaciéon sustancialmente uniforme", cuando se refiere a
una especie de glicopéptido, se refiere al porcentaje de restos aceptores que se glicosilan mediante la glicosiltransfe-
rasa de interés (p.ej., fucosiltransferasa). Por ejemplo, en el caso de una a1,2 fucosiltransferasa, existe un patrén de
fucosilacion sustancialmente uniforme si sustancialmente todos los GalB1,4-GlcNAc-R (tal como se define mas ade-
lante) y los analogos sialilados de los mismos estan fucosilados en un conjugado peptidico de la invencion. Un ex-
perto en la técnica entendera que el material de partida puede contener restos aceptores glicosilados (p.ej., restos
GalB1,4-GIcNAc-R fucosilados). Asi, el porcentaje calculado de glicosilacién incluira los restos aceptores que se
glicosilan mediante los métodos de la invencion, asi como aquellos restos aceptores ya glicosilados en el material de
partida.

El término "sustancialmente" en las definiciones anteriores de "sustancialmente uniforme" significa en general que se
glicosilan al menos alrededor del 40%, al menos alrededor del 70%, al menos alrededor del 80%, o mas preferible-
mente al menos alrededor del 90%, y aun mas preferiblemente al menos alrededor del 95% de los restos aceptores
para una glicosiltransferasa particular.

Otros objetivos, aspectos y ventajas de la invencién seran evidentes a partir de la descripcion detallada siguiente.
Abreviaturas

PEG, poli(etilenglicol); m-PEG, metoxi-poli(etilen glicol); PPG, poli(propilenglicol); m-PPG, metoxi-poli(propilen glicol);
Fuc, fucosilo; Gal, galactosilo; GalNAc, N-acetilgalactosaminilo; Glc, glucosilo; GIcNAc, N-acetilglucosaminilo; Man,
manosilo; ManAc, acetato de manosaminilo; Sia, acido sidlico; y NeuAc, N-acetilneuraminilo.

Introduccion

Para mejorar la eficacia de la hormona del crecimiento humana recombinante usada para fines terapéuticos, la pre-
sente descripcion proporciona mutantes modificados mediante ingenieria genética de la hormona del crecimiento
humana que contienen sitios de glicosilacién con unién en N u O que no estan presentes en la hormona del creci-
miento humana natural. Aunque estos mutantes de hGH conservan sustancialmente la actividad biolégica de la
hormona de tipo natural, los sitios de glicosilacion recién introducidos permiten que los mutantes de hGH producidos
de manera recombinante se glicosilen con una gran diversidad de patrones. Ademas, los sitios de glicosilacion no
naturales proporcionan lugares para la conjugacion de grupos modificadores al péptido, p.ej., mediante glicoconju-
gacién. Un grupo modificador ejemplar es un polimero hidrosoluble, tal como poli(etilen glicol), p.ej., metoxi-
poli(etilen glicol). La modificacion de los mutantes de hGH puede mejorar la estabilidad y el tiempo de retencion de la
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hGH recombinante en la circulacion del paciente, reducir su antigenicidad, y aumentar su capacidad de seleccionar
como objetivo un tejido especifico que necesita tratamiento.

Mutantes

En la presente memoria se describen mutantes de hGH que incluyen uno o mas sitios de glicosilacion con unién en
O o N que no se hallan en el péptido de tipo natural. Los mutantes son sustratos para la glicosilacién enzimatica en
uno o mas sitios que normalmente no estarian glicosilados, o que estarian escasamente glicosilados, en el péptido
de tipo natural. Asi, los mutantes permiten que se modifique la posicidon de un residuo de glicosilo o un grupo ligador
de glicosilo para obtener un péptido que tiene unas propiedades deseables seleccionadas. Ademas de la posicion y
el numero de residuos de glicosilo o grupos ligadores de glicosilo, otras propiedades que se pueden variar mediante
el uso de los mutantes y métodos de la invencidn incluyen la farmacocinética, farmacodinamica, resistencia a la
proteolisis, inmunogenicidad, reconocimiento por el sistema reticuloendotelial, distribucion tisular y similares.

Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencidn proporciona un acido nucleico aislado que comprende una se-
cuencia polinucleotidica que codifica una hormona del crecimiento humana mutante. La hormona del crecimiento
humana mutante comprende un sitio de glicosilaciéon con unién en O recién introducido que no existe en la hormona
del crecimiento humana de tipo natural correspondiente, en la que dicho sitio de glicosilacion con unién en O recién
introducido esta en un residuo de treonina, y en la que dicho sitio de glicosilacion con unién en O recién introducido
esta localizado en una region de la hormona del crecimiento mutante que corresponde a SEQ ID N°s: 10, 13, 14 6
15. En ciertas realizaciones, la hormona del crecimiento humana de tipo natural correspondiente tiene la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID N°1 o SEQ ID N°2. En ciertas realizaciones preferidas, la hormona del crecimiento
humana mutante comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°:3, 4, 5,6, 7, 8,0 9.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un casete de expresion o una célula que comprende un acido
nucleico, p.ej., un acido nucleico aislado, que incluye una secuencia polinucleotidica que codifica una hormona del
crecimiento humana mutante. La hormona del crecimiento humana mutante comprende un sitio de glicosilaciéon con
union en O recién introducido que no existe en la hormona del crecimiento humana de tipo natural correspondiente,
en la que dicho sitio de glicosilacion con unién en O recién introducido esta en un residuo de treonina, y en la que
dicho sitio de glicosilacién con union en O recién introducido esta localizado en una region de la hormona del creci-
miento mutante que corresponde a SEQ ID N°s: 10, 13, 14 6 15.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una hormona del crecimiento humana mutante, que comprende
un sitio de glicosilacion con union en O recién introducido que no existe en la hormona del crecimiento humana de
tipo natural correspondiente, en la que dicho sitio de glicosilacién con unién en O recién introducido esta en un resi-
duo de treonina, y en la que dicho sitio de glicosilaciéon con unién en O recién introducido esta localizado en una
region de la hormona del crecimiento mutante que corresponde a SEQ ID N°s: 10, 13, 14 6 15. En ciertas realizacio-
nes, la hormona del crecimiento humana de tipo natural correspondiente tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID N°1 o SEQ ID N°:2. En ciertas realizaciones preferidas, la hormona del crecimiento humana mutante comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°:3, 4, 5,6,7,8,009.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para producir una hormona del crecimiento humana
mutante, que comprende un sitio de glicosilacién con unién en O recién introducido que no existe en la hormona del
crecimiento humana de tipo natural correspondiente, en la que dicho sitio de glicosilacion con unién en O recién
introducido esta en un residuo de treonina, y en la que dicho sitio de glicosilacidon con unién en O recién introducido
esta localizado en una region de la hormona del crecimiento mutante que corresponde a SEQ ID N°s: 10, 13, 14 6
15. Este método comprende las etapas de producir de manera recombinante la hormona del crecimiento humana
mutante, y glicosilar la hormona del crecimiento humana mutante en el sitio de glicosilacion nuevo. En ciertas reali-
zaciones, la hormona del crecimiento humana de tipo natural correspondiente tiene la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID N°1 o SEQ ID N°:2. En ciertas realizaciones preferidas, la hormona del crecimiento humana mutante com-
prende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°:3,4,5,6,7,8,009.

Adquisicion de las Secuencias Codificantes de hGH

Tecnologia Recombinante General

Esta invencion se basa en técnicas rutinarias en el campo de la genética recombinante. Los libros de texto basicos
que describen los métodos generales de uso en esta invencion incluyen Sambrook y Russell, Molecular Cloning, A
Laboratory Manual (32 ed. 2001); Kriegler, Gene Transfer and Expression: A Laboratory Manual (1990); y Ausubel et
al., eds., Current Protocols in Molecular Biology (1994).

Para los acidos nucleicos, los tamafios se proporcionan en kilobases (kb) o pares de bases (pb). Estos son estima-
ciones derivadas de electroforesis en geles de agarosa o acrilamida, de acidos nucleicos secuenciados, o de se-
cuencias de ADN publicadas. Para las proteinas, los tamafios se proporcionan en kilodaltons (kDa) o el numero de
residuos de aminoacidos. Los tamafos de las proteinas se estiman a partir de electroforesis en gel, de proteinas
secuenciadas, de secuencias de aminoacidos derivadas, o de secuencias de proteinas publicadas.
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Los oligonucledtidos que no estan disponibles comercialmente se pueden sintetizar quimicamente, p.ej., segun el
método de triéster de fosforamidita en fase sélida descrito por primera vez por Beaucage & Caruthers, Tetrahedron
Lett. 22: 1859-1862 (1981), mediante el uso de un sintetizador automatizado, tal como se describe en Van Devanter
et. al., Nucleic Acids Res. 12: 6159-6168 (1984). La purificacion de oligonucleétidos se lleva a cabo mediante el uso
de cualquier estrategia reconocida en la técnica, p.ej., electroforesis en gel de acrilamida nativa o HPLC de inter-
cambio aniénico como se describe en Pearson & Reanier, J. Chrom. 255: 137-149 (1983).

Las secuencias de los genes de la hormona del crecimiento humana de tipo natural clonada, el polinucledtido que
codifica las hormonas del crecimiento humanas mutantes, y los oligonucleétidos sintéticos se pueden verificar des-
pués de la clonacién mediante el uso, p.ej., del método de terminacién de la cadena para la secuenciacion de mol-
des bicatenarios de Wallace et al., Gene 16: 21-26 (1981).

Clonacion y Subclonacién de una Secuencia Codificante de hGH de Tipo Natural

Se han determinado varias secuencias polinucleotidicas que codifican una hormona del crecimiento humana de tipo
natural, p.€j., los n°s de acceso de GenBank NM 000515, NM 002059, NM 022556, NM 022557, NM 022558, NM
022559, NM 022560, NM 022561, y NM 022562, y se pueden obtener de un proveedor comercial.

El progreso rapido en los estudios del genoma humano ha hecho posible una aproximacién de clonacion, en la que
se puede realizar una busqueda en una base de datos de secuencias de ADN humano para cualquier segmento
génico que tenga un cierto porcentaje de homologia de secuencia respecto de una secuencia nucleotidica conocida,
tal como una que codifica una hormona del crecimiento humana identificada previamente. Cualquier secuencia de
ADN identificada de esta manera se puede obtener posteriormente mediante una sintesis quimica y/o una técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), tal como un método de prolongacién solapante. Para una secuencia
corta, puede ser suficiente la sintesis completamente de novo; a la vez que puede ser necesario un aislamiento
adicional de una secuencia codificante de tamafio completo a partir de una biblioteca de cADN o ADN gendmico
humano mediante el uso de una sonda sintética para obtener un gen mas largo.

De manera alternativa, se puede aislar una secuencia de acido nucleico que codifica una hormona del crecimiento
humana a partir de una biblioteca de cADN o de ADN gendmico humano mediante el uso de técnicas de clonacion
habituales, tales como la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR), en las que los cebadores basados en la
homologia pueden proceder a menudo de una secuencia de acido nucleico conocida que codifica una hormona del
crecimiento humana. Las técnicas utilizadas con mas frecuencia para este fin se describen en libros de texto habi-
tuales, p.ej., Sambrook y Russell, anteriormente mencionados.

Las bibliotecas de cADN adecuadas para obtener una secuencia codificante para una hormona del crecimiento
humana de tipo natural pueden estar disponibles comercialmente o se pueden construir. Los métodos generales
para el aislamiento del mMARN, produccion de cADN mediante transcripcion inversa, ligadura del cADN en un vector
recombinante, transfeccién a un hospedador recombinante para la propagacion, cribado, y clonacién se conocen
muy bien (véase, p.ej., Gubler y Hoffman, Gene, 25: 263-269 (1983); Ausubel et al., anteriormente mencionado).
Tras la obtencion de un segmento amplificado de una secuencia nucleotidica mediante PCR, el segmento se puede
usar posteriormente como sonda para aislar la secuencia polinucleotidica de tamafio completo que codifica la hor-
mona del crecimiento humana de tipo natural a partir de la biblioteca de cADN. Se puede hallar una descripcion
general de los procedimientos adecuados en Sambrook y Russell, anteriormente mencionados.

Se puede seguir un procedimiento similar para obtener una secuencia de tamafio completo que codifica una hor-
mona del crecimiento humana de tipo natural, p.ej., cualquiera de los n°s de acceso de GenBank mencionados ante-
riormente, a partir de una biblioteca genémica humana. Las bibliotecas genédmicas humanas estan disponibles co-
mercialmente o se pueden construir segun diversos métodos reconocidos en la técnica. En general, para construir
una biblioteca gendmica, primero se extrae el ADN de un tejido en el que es probable hallar una hormona del creci-
miento humana. Después el ADN se fragmenta de manera mecanica o se digiere enzimaticamente para proporcio-
nar fragmentos de alrededor de 12-20 kb de longitud. Los fragmentos se separan posteriormente mediante centrifu-
gacién en gradiente de los fragmentos polinucleotidicos de tamafios no deseados, y se insertan en vectores de
bacteriéfago A. Estos vectores y fagos se empaquetan in vitro. Los fagos recombinantes se analizan mediante hibri-
dacién de placas como se describié en Benton y Davis, Science, 196: 180-182 (1977). La hibridacion de las colonias
se lleva a cabo como se describio en Grunstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 72: 3961-3965 (1975).

Basandose en la homologia de secuencia, se pueden disefar oligonucleottidos degenerados como grupos de ceba-
dores, y se puede llevar a cabo la PCR en condiciones adecuadas (véase, p.ej., White et al., PCR Protocols: Current
Methods and Applications, 1993; Griffin y Griffin, PCR Technology, CRC Press Inc. 1994) para amplificar un seg-
mento de secuencia nucleotidica a partir de una biblioteca genémica o de cADN. Mediante el uso del segmento
amplificado como sonda, se obtiene el acido nucleico de tamafio completo que codifica una hormona del crecimiento
humana de tipo natural.

Después de conseguir una secuencia de acido nucleico que codifica una hormona del crecimiento humana de tipo
natural, la secuencia codificante se puede subclonar en un vector, por ejemplo, un vector de expresion, de manera
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que la hormona del crecimiento humana de tipo natural recombinante se puede producir a partir de la construccién
resultante. Posteriormente se pueden realizar modificaciones adicionales a la secuencia codificante de la hormona
del crecimiento humana de tipo natural, p.ej., sustituciones de nucledsidos, para alterar las caracteristicas de la
molécula.

Introduccion de Mutaciones en una Secuencia de hGH

A partir de la secuencia polinucleotidica codificante, se puede determinar la secuencia de aminoacidos de una hor-
mona del crecimiento humana de tipo natural, p.ej., SEQ ID N°1 o SEQ ID N°:2. Posteriormente, esta secuencia de
aminoacidos se puede modificar para alterar el patron de glicosilacion de la proteina, mediante la introduccion de
sitio(s) de glicosilacion adicional(es) en diversas localizaciones de la secuencia de aminoacidos.

Se conocen bien en la técnica varios tipos de sitios de glicosilacién de proteinas. Por ejemplo, en eucariotas, la gli-
cosilacion con unién en N se da en la asparagina de la secuencia consenso Asn-Xaa-Ser/Thr, en la que Xaa es cual-
quier aminoacido excepto prolina (Kornfeld et al., Ann Rev Biochem 54:631-664 (1985); Kukuruzinska et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 84:2145-2149 (1987); Herscovics et al., FASEB J 7:540-550 (1993); y Orlean, Saccharomyces
Vol. 3 (1996)). La glicosilacion con unién en O tiene lugar en residuos de serina o treonina (Tanner et al., Biochim.
Biophys. Acta. 906: 81-91, (1987). y Hounsell et al., Glycoconj. J. 13:19-26 (1996)). Otros patrones de glicosilacion
se forman mediante la union de glicosilfosfatidilinositol al grupo carboxiterminal de la proteina (Takeda et al., Trends
Biochem. Sci. 20:367-371 (1995); y Udenfriend et al., Ann. Rev. Biochem. 64: 593-591, (1995). Basandose en estos
conocimientos, se pueden introducir asi mutaciones adecuadas en una secuencia de una hormona del crecimiento
humana de tipo natural para formar sitios de glicosilacién nuevos.

Aungue la modificacién directa de un residuo de aminoacido dentro de una secuencia polipeptidica de una hormona
del crecimiento humana puede ser adecuada para introducir un sitio de glicosilacién con unién en N o con unién en
O nuevo, de manera mas frecuente, la introduccion de un sitio de glicosilacion nuevo se lleva a cabo mutando la
secuencia polinucleotidica que codifica una hormona del crecimiento humana. Esto se puede llevar a cabo mediante
el uso de cualquiera de los métodos de mutagénesis conocidos, algunos de los cuales se discuten mas adelante.
Las modificaciones ejemplares de la hormona del crecimiento humana incluyen las ilustradas en SEQ ID N°:3 o SEQ
ID N°:4.

En la técnica se establecen y se describen una diversidad de protocolos que generan mutaciones. Véase. p.€j.,
Zhang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94: 4504-4509 (1997); y Stemmer, Nature, 370: 389-391 (1994). Los proce-
dimientos se pueden usar por separado o en combinacion para producir variantes de un grupo de acidos nucleicos, y
por lo tanto variantes de los polipéptidos codificados. Los equipos para la mutagénesis, la construccién de bibliote-
cas, y otros métodos para la generacion de diversidad estan disponibles comercialmente.

Los métodos mutacionales para la generacion de diversidad incluyen, por ejemplo, la mutagénesis dirigida (Botstein
y Shortle, Science, 229: 1193-1201 (1985)), la mutagénesis mediante el uso de moldes que contienen uracilo
(Kunkel, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 488-492 (1985)), la mutagénesis dirigida en oligonucleétidos (Zoller y Smith,
Nucl. Acids Res., 10: 6487-6500 (1982)), la mutagénesis de ADN modificado mediante fosforotioato (Taylor et al.,
Nucl. Acids Res., 13: 8749-8764 y 8765-8787 (1985)), y la mutagénesis mediante el uso de ADN doble con huecos
(Kramer et al., Nucl. Acids Res., 12: 9441-9456 (1984)).

Otros métodos posibles para generar mutaciones incluyen la reparacion de errores puntuales (Kramer et al., Cell, 38:
879-887 (1984)), la mutagénesis mediante el uso de cepas hospedadoras sin reparacion (Carter et al., Nucl. Acids
Res., 13: 4431-4443 (1985)), la mutagénesis por delecion (Eghtedarzadeh y Henikoff, Nucl. Acids Res., 14: 5115
(1986)), la seleccion de restriccion y purificacion de restriccion (Wells et al., Phil. Trans. R. Soc. Lond. A, 317: 415-
423 (1986)), la mutagénesis mediante sintesis génica total (Nambiar et al., Science, 223: 1299-1301 (1984)), la repa-
racion de rupturas bicatenarias (Mandecki, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83: 7177-7181 (1986)), la mutagénesis me-
diante métodos de terminacion de la cadena polinucleotidica (patente de EE.UU. n® 5.965.408), y la PCR propensa a
errores (Leung et al., Biotechniques, 1: 11-15 (1989)).

Modificacion de los Acidos Nucleicos para la Utilizacién de Codones Preferidos en un Organismo Hospedador

La secuencia polinucleotidica que codifica una hormona del crecimiento humana mutante se puede alterar adicio-
nalmente para que coincida con la utilizacion de codones preferidos en un hospedador particular. Por ejemplo, se
puede usar la utilizacion de codones preferidos de una cepa de células bacterianas para modificar un polinucleétido
que codifica una hormona del crecimiento humana mutante de la invencion y que incluya los codones favorecidos
por esta cepa. La frecuencia de la utilizacién de los codones preferidos exhibida por una célula hospedadora se
puede calcular realizando la media de la frecuencia de la utilizacién de codones preferidos en un gran nimero de
genes expresados por la célula hospedadora (p.€j., hay disponible un servicio de calculo en el sitio de Internet del
Instituto de Investigacion de ADN Kazusa, Japén). Este analisis se limita preferiblemente a los genes que la célula
hospedadora expresa en gran cantidad. La patente de EE.UU. n° 5.824.864, por ejemplo, proporciona la frecuencia
de utilizacion de codones de genes muy expresados exhibida por plantas dicotiledoneas y plantas monocotiledo-
neas.
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Al final de la modificacion, las secuencias codificantes de la hormona del crecimiento humana mutante se verifican
mediante secuenciacion, y después se subclonan en un vector de expresion adecuado para la produccion recombi-
nante de la misma manera que las hormonas del crecimiento humanas de tipo natural.

Expresion y Purificacion de la hGH Mutante

Tras la verificacion de la secuencia, la hormona del crecimiento humana mutante de la presente invencién se puede
producir mediante el uso de técnicas rutinarias en el campo de la genética recombinante, que se basan en las se-
cuencias polinucleotidicas que codifican el polipéptido descrito en la presente memoria.

Sistemas de Expresién

Para obtener un nivel elevado de expresiéon de un acido nucleico que codifica una hormona del crecimiento humana
mutante de la presente invencion, en general se subclona un polinucleétido que codifica la hormona del crecimiento
humana mutante en un vector de expresion que contiene un promotor fuerte para dirigir la transcripcién, un termina-
dor de la transcripcion/traduccion y un sitio de union al ribosoma para el inicio de la traduccion. Los promotores bac-
terianos adecuados se conocen bien en la técnica y se describieron, p.ej., en Sambrook y Russell, anteriormente
mencionados, y Ausubel et al., anteriormente mencionado. Los sistemas de expresion bacterianos para expresar la
hormona del crecimiento humana de tipo natural o mutante estan disponibles, p.ej., en E. coli, Bacillus sp.,
Salmonella, y Caulobacter. Los equipos para tales sistemas de expresion estan disponibles comercialmente. Los
sistemas de expresion eucarioticos para células mamiferas, levaduras, y células de insecto se conocen bien en la
técnica y también estan disponibles comercialmente. En una realizacion, el vector de expresion eucariético es un
vector adenoviral, un vector adenoasociado, o un vector retroviral.

El promotor utilizado para dirigir la expresién de un acido nucleico heterdlogo depende de la aplicacion particular. El
promotor se coloca opcionalmente aproximadamente a la misma distancia del sitio de inicio heterélogo de la trans-
cripcion a la que esta del sitio de inicio de la transcripcion en su entorno natural. Tal como se conoce en la técnica,
sin embargo, se puede adaptar cierta variacion de esta distancia sin la pérdida de la funcién del promotor.

Ademas del promotor, el vector de expresion incluye en general una unidad de transcripcion o casete de expresion
que contiene todos los elementos adicionales necesarios para la expresion de la hormona del crecimiento humana
mutante en las células hospedadoras. Un casete de expresion tipico contiene asi un promotor unido de forma opera-
ble a la secuencia de acido nucleico que codifica la hormona del crecimiento humana mutante y las sefiales necesa-
rias para la poliadenilacion eficaz del transcrito, los sitios de unién al ribosoma, y de terminaciéon de la traduccion. La
secuencia de acido nucleico que codifica la hormona del crecimiento humana esta unida generalmente a una se-
cuencia de un péptido sefial de escision para favorecer la secrecion de la hormona del crecimiento humana por la
célula transformada. Tales péptidos sefial incluyen, entre otros, los péptidos sefal del activador de plasminégeno
tisular, insulina, y factor de crecimiento neuronal, y la esterasa de la hormona juvenil de Heliothis virescens. Otros
elementos del casete pueden incluir potenciadores y, si se usa ADN genémico como gen estructural, intrones fun-
cionales con sitios donantes y aceptores de corte y empalme.

Ademas de una secuencia promotora, el casete de expresion deberia contener ademas una regiéon de terminacion
de la transcripcién en posicion 3' del gen estructural para proporcionar una terminacion eficaz. La regiéon de termina-
cién se puede obtener del mismo gen que la secuencia promotora, o se puede obtener de genes diferentes.

El vector de expresion particular usado para transportar la informaciéon genética a la célula no es especialmente
critico. Se puede usar cualquiera de los vectores convencionales usados para la expresion en células eucariéticas o
procarioticas. Los vectores de expresion bacteriana habituales incluyen plasmidos tales como los plasmidos basados
en pBR322, pSKF, pET23D, y sistemas de expresion mediante fusion tales como GST y LacZ. También se pueden
afadir marcadores de epitopos a las proteinas recombinantes para proporcionar métodos practicos de aislamiento,
p.€j., c-myc.

Generalmente se usan vectores de expresion que contienen elementos reguladores de virus eucariéticos en los
vectores de expresion eucariodticos, p.ej., vectores de SV40, vectores de papiloma virus, y vectores derivados del
virus de Epstein-Barr. Otros vectores eucaridticos ejemplares incluyen pMSG, pAV009/A, pMTO10/A, pMAMneo-5,
pDSVE de baculovirus, y cualquier otro vector que permita la expresion de proteinas bajo la direcciéon del promotor
temprano de SV40, el promotor tardio de SV40, el promotor de metalotioneina, el promotor del virus de tumor mama-
rio murino, el promotor del virus del sarcoma de Rous, el promotor de polihedrina, u otros promotores que se ha
demostrado que son eficaces para la expresién en las células eucaridticas.

Algunos sistemas de expresion tienen marcadores que proporcionan una amplificacion génica, tal como timidina
quinasa, higromicina B fosfotransferasa, y dihidrofolato reductasa. De manera alternativa, también son adecuados
los sistemas de expresién de alto rendimiento que no implican una amplificacién génica, tal como un vector de ba-
culovirus en células de insecto, con una secuencia polinucleotidica que codifica la hormona del crecimiento humana
mutante bajo la direccion del promotor de polihedrina u otros promotores fuertes de baculovirus.

Los elementos que se incluyen en general en los vectores de expresion también incluyen un replicon que funciona
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en E. coli, un gen que codifica una resistencia a antibiético para permitir la seleccion de las bacterias que albergan
los plasmidos recombinantes, y sitios de restriccidn Unicos en regiones que no son esenciales del plasmido para
permitir la insercién de secuencias eucaridticas. El gen de resistencia a antibidticos particular elegido no es critico, y
es adecuado cualquiera de los muchos genes de resistencia conocidos en la técnica. Las secuencias procarioticas
se eligen opcionalmente de manera que no interfieran con la replicacién del ADN en las células eucaridticas, si es
necesario. De forma similar a los marcadores de seleccién por resistencia a antibiéticos, también se pueden usar
marcadores de seleccion metabdlicos basados en rutas metabdlicas conocidas como medio para seleccionar las
células hospedadoras transformadas.

Cuando se desea la expresioén periplasmica de una proteina recombinante (p.ej., un mutante de hGH de la presente
invencion), el vector de expresion comprende ademas una secuencia que codifica una sefial de secrecion, tal como
la sefial de secrecion OppA (proteina periplasmica de unién a oligopéptido) de E. coli o una versién modificada de la
misma, que se conecta directamente al extremo 5' de la secuencia codificante de la proteina a expresar. Esta se-
cuencia sefal dirige a la proteina recombinante producida en el citoplasma a través de la membrana celular hacia el
espacio periplasmico. El vector de expresidon puede comprender ademas una secuencia codificante para una senal
peptidasa 1, que es capaz de escindir enzimaticamente la secuencia sefial cuando la proteina recombinante va a
entrar en el espacio periplasmico. Se puede encontrar una descripcion mas detallada de la produccién periplasmica
de una proteina recombinante, p.ej., en Gray et al., Gene 39: 247-254 (1985), patentes de EE.UU. n°s 6.160.089 y
6.436.674.

Tal como se discutié anteriormente, un experto en la técnica reconocera que se pueden realizar diversas sustitucio-
nes conservativas en cualquier hormona del crecimiento humana de tipo natural o mutante o en su secuencia codifi-
cante, a la vez que se mantiene la actividad biolégica de la hormona del crecimiento humana. Ademas, también se
pueden realizar modificaciones de una secuencia codificante polinucleotidica para adaptar la utilizacién de codones
preferida en un hospedador de expresion particular sin alterar la secuencia de aminoacidos resultante.

Métodos de Transfeccién

Se usan métodos de transfeccion habituales para producir lineas celulares bacterianas, mamiferas, de levadura, de
insecto, o vegetales que expresan grandes cantidades de la hormona del crecimiento humana mutante, que después
se purifica mediante el uso de técnicas habituales (véase, p.ej., Colley et al., J. Biol. Chem. 264: 17619-17622
(1989); Guide to Protein Purification, en Methods in Enzymology, vol. 182 (Deutscher, ed., 1990)). La transformacion
de las células eucaridticas y procarioticas se lleva a cabo segun las técnicas habituales (véase, p.ej., Morrison, J.
Bact. 132: 349-351 (1977); Clark-Curtiss & Curtiss, Methods in Enzymology 101: 347-362 (Wu et al., eds, 1983).

Se puede usar cualquiera de los procedimientos conocidos para la introduccién de secuencias nucleotidicas exdge-
nas en células hospedadoras. Estos incluyen el uso de la transfeccién mediante fosfato calcico, polibreno, fusiéon de
protoplastos, electroporacion, liposomas, microinyeccion, vectores plasmaticos, vectores virales y cualquiera de los
otros métodos conocidos para la introduccién de ADN gendémico clonado, cADN, ADN sintético u otro material gené-
tico exégeno en una célula hospedadora (véase, p.ej., Sambrook y Russell, anteriormente mencionados). Unica-
mente es necesario que el procedimiento de ingenieria genética particular usado sea capaz de introducir con éxito al
menos un gen en la célula hospedadora capaz de expresar la hormona del crecimiento humana mutante.

Deteccién de la Expresion de la hGH Mutante en las Células Hospedadoras

Después de introducir el vector de expresion en células hospedadoras adecuadas, las células transfectadas se culti-
van en condiciones que favorecen la expresion de la hormona del crecimiento humana mutante. Después las células
se someten a un cribado en funcién de la expresion del polipéptido recombinante, que se recupera posteriormente
del cultivo mediante el uso de técnicas habituales (véase, p.ej., Scopes, Protein Purification: Principles and Practice
(1982); patente de EE.UU. n°® 4.673.641; Ausubel et al., anteriormente mencionado; y Sambrook y Russell, anterior-
mente mencionados).

Los expertos en la técnica conocen varios métodos generales para el cribado de la expresion génica. Primero, se
puede detectar la expresién génica a nivel del acido nucleico. Se usa habitualmente una diversidad de métodos de
medida especifica de ADN y ARN mediante el uso de técnicas de hibridacion de acido nucleico (p.ej., Sambrook y
Russell, anteriormente mencionados). Algunos métodos implican una separacion electroforética (p.ej., transferencia
de Southern para detectar el ADN y transferencia de Northern para detectar el ARN), pero la deteccién del ADN o
ARN también se puede llevar a cabo sin electroforesis (tal como mediante transferencia puntual). La presencia de un
acido nucleico que codifica una hormona del crecimiento humana mutante en células transfectadas se puede detec-
tar también mediante PCR o RT-PCR con el uso de cebadores especificos de secuencia.

En segundo lugar, se puede detectar la expresion génica a nivel del polipéptido. Los expertos en la técnica usan de
manera rutinaria diversos ensayos inmunoldgicos para medir el nivel de un producto génico, en particular mediante
el uso de anticuerpos policlonales o0 monoclonales que reaccionan de manera especifica con una hormona del cre-
cimiento humana mutante de la presente invencion, tal como un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID N°:3, 4, o 5, (p.ej., Harlow y Lane, Antibodies, A Laboratory Manual, capitulo 14, Cold Spring Harbor,
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1988; Kohler y Milstein, Nature, 256: 495-497 (1975)). Tales técnicas requieren la preparacion de un anticuerpo
seleccionando los anticuerpos con una especificidad elevada hacia la hormona del crecimiento humana mutante o
una porcién antigénica de la misma. Los métodos para generar anticuerpos policlonales y monoclonales estan bien
establecidos, y sus descripciones se pueden hallar en la bibliografia, véase, p.ej., Harlow y Lane, anteriormente
mencionados; Kohler y Milstein, Eur. J. Immunol., 6: 511-519 (1976). En una seccién posterior se proporciona una
descripcién mas detallada para la preparacién de anticuerpos hacia la hormona del crecimiento humana mutante de
la presente invencion y para llevar a cabo ensayos inmunoldgicos que detectan la hormona del crecimiento humana
mutante.

Purificacién de la hGH Mutante Producida de Manera Recombinante

Una vez que se confirma la expresion de una hormona del crecimiento humana mutante recombinante en las células
hospedadoras transfectadas, las células hospedadoras se cultivan a una escala adecuada con el fin de purificar el
polipéptido recombinante.

Purificacion de hGH Mutante Producida de Manera Recombinante a Partir de Bacterias

Cuando las hormonas del crecimiento humanas mutantes de la presente invencién se producen de manera recombi-
nante mediante bacterias transformadas en grandes cantidades, en general tras la induccion de un promotor, aun-
que la expresion puede ser constitutiva, las proteinas pueden formar agregados insolubles. Existen varios protocolos
que son adecuados para la purificacion de cuerpos de inclusion proteicos. Por ejemplo, la purificacion de proteinas
agregadas (mas adelante en la presente memoria denominadas cuerpos de inclusién) implica en general la extrac-
cion, separacion y/o purificacion de los cuerpos de inclusion mediante la ruptura de las células bacterianas, p.gj.,
mediante incubacién en un tampén de alrededor de 100-150 pg/ml de lisozima y 0,1% de Nonidet P40, un deter-
gente no iénico. La suspension de células se puede homogeneizar mediante el uso de un homogeneizador Politron
(Brinkman Instruments, Westbury, NY). De manera alternativa, las células se pueden someter a sonicacion en hielo.
Se describen métodos alternativos para lisar bacterias en Ausubel et al. y Sambrook y Russell, ambos mencionados
anteriormente, y seran evidentes para los expertos en la técnica.

La suspension de células generalmente se centrifuga, y el sedimento que contiene los cuerpos de inclusién se re-
suspende en un tampoén que no los disuelve, sino que lava los cuerpos de inclusién, p.ej., Tris-HCI 20 mM (pH 7,2),
EDTA 1 mM, NaCl 150 mM y 2% de Triton-X 100, un detergente no iénico. Puede ser necesario repetir la etapa de
lavado para eliminar tantos restos celulares como sea posible. El sedimento restante de cuerpos de inclusion se
puede resuspender en un tampén adecuado (p.ej., fosfato sédico 20 mM, pH 6,8, NaCl 150 mM). Otros tampones
adecuados seran evidentes para los expertos en la técnica.

Tras la etapa de lavado, los cuerpos de inclusién se solubilizan mediante la adicion de un disolvente que es un
aceptor fuerte de hidrégeno y un donante fuerte de hidrégeno (o una combinacién de disolventes que tienen cada
uno estas propiedades). Las proteinas que forman los cuerpos de inclusion se pueden renaturalizar después me-
diante dilucién o dialisis con un tampon compatible. Los disolventes adecuados incluyen, pero sin limitacion, urea (de
alrededor de 4 M a alrededor de 8 M), formamida (al menos alrededor del 80%, en volumen/volumen), e hidrocloruro
de guanidina (de alrededor de 4 M a alrededor de 8 M). Ciertos disolventes que son capaces de solubilizar proteinas
que forman agregados, tales como SDS (dodecil sulfato sédico) y un 70% de acido férmico, pueden ser inadecuados
para el uso en este procedimiento debido a la posibilidad de una desnaturalizacién irreversible de las proteinas,
acompafada por la ausencia de inmunogenicidad y/o actividad. Aunque el hidrocloruro de guanidina y los agentes
similares son desnaturalizantes, esta desnaturalizacién no es irreversible, y se puede dar la renaturalizacion tras la
eliminacion (mediante dialisis, por ejemplo) o dilucion del desnaturalizante, lo que permite el restablecimiento de la
proteina de interés inmunoldgicamente y/o biolégicamente activa. Tras la solubilizacién, la proteina se puede separar
de otras proteinas bacterianas mediante técnicas de separacion habituales. Para una descripcion adicional de la
purificacion de hormonas del crecimiento humanas recombinantes a partir de cuerpos de inclusiéon bacterianos,
véase, p.ej., Patra et al., Protein Expression and Purification 18: 182-190 (2000).

De manera alternativa, es posible purificar polipéptidos recombinantes, p.ej., una hormona del crecimiento humana
mutante, a partir del periplasma bacteriano. Cuando la proteina recombinante se exporta al periplasma de las bacte-
rias, la fraccion periplasmica de las bacterias se puede aislar mediante choque osmotico en frio, ademas de otros
métodos conocidos para los expertos en la técnica (véase p.ej., Ausubel et al., anteriormente mencionado). Para
aislar proteinas recombinantes a partir del periplasma, las células bacterianas se centrifugan para formar un sedi-
mento. El sedimento se resuspende en un tampon que contiene un 20% de sacarosa. Para lisar las células, las
bacterias se centrifugan y el sedimento se resuspende en MgSO4 5 mM helado y se mantiene en un bafio de hielo
durante aproximadamente 10 minutos. La suspension de células se centrifuga, y el sobrenadante se decanta y se
guarda. Las proteinas recombinantes presentes en el sobrenadante se pueden separar de las proteinas del hospe-
dador mediante técnicas de separacion habituales muy conocidas para los expertos en la técnica.

Técnicas de Separaciéon de Proteinas Habituales para la Purificacion

Cuando un polipéptido recombinante, p.ej., la hormona del crecimiento humana mutante de la presente invencion, se
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expresa en células hospedadoras en una forma soluble, su purificacion puede seguir el procedimiento de purificacion
de proteinas habitual descrito mas adelante.

Fraccionamiento Mediante Solubilidad

A menudo como etapa inicial, y si la mezcla de proteinas es compleja, un fraccionamiento salino inicial puede sepa-
rar muchas de las proteinas indeseadas de la célula hospedadora (o proteinas derivadas del medio de cultivo celu-
lar) de la proteina recombinante de interés, p.ej., una hormona del crecimiento humana mutante de la presente in-
vencion. La sal preferida es sulfato amoénico. El sulfato aménico precipita las proteinas reduciendo de manera
efectiva la cantidad de agua en la mezcla proteica. Las proteinas precipitan después en base a su solubilidad.
Cuanto mas hidréfoba es una proteina, es mas probable que precipite a una concentracion baja de sulfato amonico.
Un protocolo tipico es afiadir sulfato amdnico saturado a una disolucién de proteinas de manera que la concentra-
cion de sulfato amonico resultante sea del 20-30%. Esto hara que precipite la mayor parte de las proteinas hidrofo-
bas. El precipitado se descarta (a menos que la proteina de interés sea hidréfoba) y se afiade sulfato amonico al
sobrenadante a una concentracién que se sabe que hace precipitar la proteina de interés. El precipitado se solubiliza
después en un tampén, y el exceso salino se elimina si es necesario, por medio de dialisis o diafiltracién. Otros mé-
todos que se basan en la solubilidad de las proteinas, tales como precipitacién con etanol frio, son muy conocidos
para los expertos en la técnica, y se pueden usar para fraccionar mezclas proteicas complejas.

Filtracién Diferencial por Tamafio

Basandose en un peso molecular calculado, se puede aislar una proteina de un tamafio mayor o menor mediante el
uso de la ultrafiltraciéon a través de membranas de diferentes tamarios de poro (por ejemplo, membranas Amicon o
Millipore). Como primera etapa, la mezcla de proteinas se somete a ultrafiltracion a través de una membrana con un
tamafo de poro que tiene un umbral de peso molecular menor que el peso molecular de la proteina de interés, p.gj.,
una hormona del crecimiento humana mutante. La fraccion retenida de la ultrafiltracion se somete después a ultrafil-
tracion con una membrana con un umbral de peso molecular mayor que el peso molecular de la proteina de interés.
La proteina recombinante pasara a través de la membrana al filtrado. El filtrado se puede someter después a cro-
matografia como se describe a continuacion.

Cromatografia en Columna

Las proteinas de interés (tales como la hormona del crecimiento humana mutante de la presente invencion) se pue-
den separar también de otras proteinas basandose en su tamafio, carga superficial neta, hidrofobicidad, o afinidad
por ligandos. Ademas, se pueden conjugar anticuerpos generados hacia la hormona del crecimiento humana a las
matrices de las columnas, y la hormona del crecimiento humana se puede someter a una inmunopurificacion. Todos
estos métodos se conocen bien en la técnica.

Sera evidente para un experto en la técnica que los métodos cromatograficos se pueden llevar a cabo a cualquier
escala mediante el uso del equipo de diferentes fabricantes (p.ej., Pharmacia Biotech).

Inmunoensayos para la Deteccion de la Expresion de hGH Mutante

Para confirmar la produccién de una hormona del crecimiento humana mutante recombinante, pueden ser utiles los
ensayos inmunoldgicos para detectar en una muestra la expresion del polipéptido. Los ensayos inmunolégicos tam-
bién son utiles para cuantificar el nivel de expresién de la hormona recombinante. Los anticuerpos hacia la hormona
del crecimiento humana mutante son necesarios para llevar a cabo estos ensayos inmunolégicos.

Produccién de Anticuerpos hacia hGH Mutante

Los expertos en la técnica conocen los métodos para la produccion de anticuerpos policlonales y monoclonales que
reaccionan de manera especifica con un inmundgeno de interés (véase, p.ej., Coligan, Current Protocols in
Immunology Wiley/Greene, NY, 1991; Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Press,
NY, 1989; Stites et al. (eds.) Basic and Clinical Immunology (42 ed.) Lange Medical Publications, Los Altos, CA, y las
referencias citadas en ese documento; Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice (22 ed.) Academic
Press, Nueva York, NY, 1986; y Kohler y Milstein Nature 256: 495-497, 1975). Tales técnicas incluyen la preparacion
de anticuerpos mediante la seleccion de anticuerpos de bibliotecas de anticuerpos recombinantes en fagos o vecto-
res similares (véase, Huse et al., Science 246: 1275-1281, 1989; y Ward et al., Nature 341: 544-546, 1989).

Para producir antisueros que contienen anticuerpos con una especificidad deseada, se puede usar el polipéptido de
interés (p.ej., una hormona del crecimiento humana mutante de la presente invencion) o un fragmento antigénico del
mismo para inmunizar animales adecuados, p.€j., ratones, conejos o primates. Se puede usar un adyuvante habitual,
tal como adyuvante de Freund, de acuerdo con un protocolo de inmunizaciéon habitual. De manera alternativa, se
puede conjugar un péptido antigénico sintético derivado de ese polipéptido particular a una proteina portadora, y
posteriormente usarlo como inmundégeno.

La respuesta inmunitaria del animal a la preparacion de inmundgeno se monitoriza realizando extracciones de san-
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gre y determinando el titulo de la reactividad hacia el antigeno de interés. Cuando se obtienen de manera apropiada
titulos elevados de anticuerpo hacia el antigeno, se recoge la sangre del animal y se preparan los antisueros. Poste-
riormente se puede llevar a cabo un fraccionamiento adicional de los antisueros para enriquecerlos en los anticuer-
pos reactivos especificamente hacia el antigeno y una purificaciéon de los anticuerpos, véase, Harlow y Lane, ante-
riormente mencionados, y las descripciones generales de purificacion de proteinas proporcionadas anteriormente.

Los anticuerpos monoclonales se obtienen mediante el uso de diversos métodos familiares para los expertos en la
técnica. En general, las células del bazo de un animal inmunizado con un antigeno deseado se inmortalizan, habi-
tualmente mediante fusion con una célula de mieloma (véase, Kohler y Milstein, Eur. J. Immunol. 6:511-519, 1976).
Los métodos alternativos de inmortalizacion incluyen, p.ej., la transformacion con un virus de Epstein Barr, oncoge-
nes, o retrovirus, u otros métodos muy conocidos en la técnica. Las colonias que se generan a partir de células in-
mortalizadas individuales se criban en funcién de la produccion de anticuerpos de la especificidad y afinidad desea-
das hacia el antigeno, y el rendimiento de los anticuerpos monoclonales producidos por tales células se puede
aumentar mediante diversas técnicas, que incluyen la inyeccién en la cavidad peritoneal de un hospedador verte-
brado.

Ademas, los anticuerpos monoclonales también se pueden producir de manera recombinante tras la identificacién de
las secuencias de acido nucleico que codifican un anticuerpo con la especificidad deseada o un fragmento de union
de tal anticuerpo mediante cribado de una biblioteca de cADN de células B humanas segun el protocolo general
resumido por Huse et al., anteriormente mencionado. Los principios y métodos generales de produccién de polipép-
tidos recombinantes discutidos anteriormente son aplicables a la producciéon de anticuerpos mediante métodos re-
combinantes.

Cuando se desee, se pueden ensayar los anticuerpos capaces de reconocer de manera especifica una hormona del
crecimiento humana mutante de la presente invencion en funcién de su reactividad cruzada hacia la hormona del
crecimiento humana de tipo natural y asi distinguirlos de los anticuerpos hacia la proteina de tipo natural. Por ejem-
plo, los antisueros obtenidos a partir de un animal inmunizado con una hormona del crecimiento humana mutante se
pueden hacer pasar a través de una columna en la que esta inmovilizada una hormona del crecimiento humana de
tipo natural. La porcién de los antisueros que pasa a través de la columna reconoce solamente la hormona del cre-
cimiento humana mutante, y no la hormona del crecimiento humana de tipo natural. De forma similar, los anticuerpos
hacia la hormona del crecimiento humana mutante se pueden cribar también en funcién de su exclusividad en el
reconocimiento unicamente de la hormona del crecimiento humana mutante, pero no de la de tipo natural.

Los anticuerpos policlonales 0 monoclonales que reconocen de manera especifica solamente la hormona del creci-
miento humana mutante de la presente invencion, pero no la hormona del crecimiento humana de tipo natural, son
utiles para aislar la proteina mutante de la proteina de tipo natural, por ejemplo, incubando una muestra con un anti-
cuerpo policlonal o monoclonal especifico de la hormona del crecimiento humana mutante inmovilizado en un so-
porte solido.

Inmunoensayos para la Deteccién de la Expresion de hGH Mutante

Una vez que estan disponibles los anticuerpos especificos para una hormona del crecimiento humana mutante de la
presente invencion, se puede medir la cantidad del polipéptido en una muestra, p.ej., un lisado celular, mediante una
diversidad de métodos de inmunoensayos que proporcionan resultados cualitativos y cuantitativos a un técnico ex-
perto. Para una revisién de procedimientos inmunolégicos y de inmunoensayos, en general, véase, p.ej., Stites,
anteriormente mencionado; patentes de EE.UU. N°s 4.366.241; 4.376.110; 4.517.288; y 4.837.168.

Marcaje en Inmunoensayos

Los inmunoensayos utilizan a menudo un agente marcador para unirse de manera especifica y marcar el complejo
de unién formado por el anticuerpo y la proteina objetivo. El agente marcador puede ser él mismo uno de los restos
que constituyen el complejo anticuerpo/proteina objetivo, o puede ser un tercer resto, tal como otro anticuerpo, que
se une especificamente al complejo anticuerpo/proteina objetivo. Un marcador puede ser detectable mediante me-
dios espectroscopicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, eléctricos, 6pticos o quimicos. Los ejemplos
incluyen, pero sin limitacion, microesferas magnéticas (p.ej., Dynabeads™), tintes fluorescentes (p.ej., isotiocianato
de fluoresceina, rojo Texas, rodamina, y similares), radiomarcadores (p.ej., °H, '®I, s, "C, o ¥P), enzimas (p.€j.,
peroxidasa de rabano, fosfatasa alcalina, y otras usadas habitualmente en un ELISA), y marcadores colorimétricos
tales como oro coloidal o microesferas de vidrio o plastico coloreado (p.ej., poliestireno, polipropileno, latex, etc.).

En algunos casos, el agente marcador es un segundo anticuerpo que alberga un marcador detectable. De manera
alternativa, el segundo anticuerpo puede carecer de un marcador, pero puede, a su vez, unirse a un tercer anti-
cuerpo marcado especifico hacia los anticuerpos de la especie de la que deriva el segundo anticuerpo. El segundo
anticuerpo se puede modificar con un resto detectable, tal como biotina, al cual se puede unir de manera especifica
una tercera molécula marcada, tal como estreptavidina marcada con una enzima.

También se pueden usar como agentes marcadores otras proteinas capaces de unirse de manera especifica a re-
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giones constantes de inmunoglobulinas, tales como proteina A o proteina G. Estas proteinas son constituyentes
normales de las paredes celulares de las bacterias estreptocécicas. Exhiben una reactividad no inmundgena intensa
con las regiones constantes de las inmunoglobulinas de una diversidad de especies (véase, en general, Kronval, et
al. J. Immunol., 111: 1401-1406 (1973); y Akerstrom, et al., J. Immunol., 135: 2589-2542 (1985)).

Formatos de Inmunoensayos

Los inmunoensayos para detectar una proteina objetivo de interés (p.ej., una hormona del crecimiento humana mu-
tante) a partir de muestras pueden ser competitivos 0 no competitivos. Los inmunoensayos no competitivos son
ensayos en los que la cantidad de proteina objetivo capturada se mide directamente. En un ensayo de tipo
"sandwich" preferido, por ejemplo, el anticuerpo especifico para la proteina objetivo puede estar unido directamente
a un soporte solido en el que el anticuerpo esta inmovilizado. Después captura la proteina objetivo de las muestras
de ensayo. El complejo anticuerpo/proteina objetivo asi inmovilizado se une después a un agente marcador, tal
como un segundo o tercer anticuerpo que alberga un marcador, como se describié anteriormente.

En los ensayos competitivos, la cantidad de proteina objetivo en una muestra se mide de manera indirecta midiendo
la cantidad de una proteina objetivo afiadida (exdgena) desplazada (o reemplazada competitivamente) de un anti-
cuerpo especifico para la proteina objetivo por la proteina objetivo presente en la muestra. En un ejemplo tipico de
tal ensayo, el anticuerpo esta inmovilizado y la proteina objetivo exdgena esta marcada. Debido a que la cantidad de
la proteina objetivo exdgena unida al anticuerpo es inversamente proporcional a la concentracion de la proteina
objetivo presente en la muestra, el nivel de proteina objetivo en la muestra se puede determinar asi basandose en la
cantidad de la proteina objetivo exdgena unida al anticuerpo y asi inmovilizada.

En algunos casos, se usa del analisis de transferencia de western (inmunotrasferencia) para detectar y cuantificar la
presencia de una hormona del crecimiento humana mutante en las muestras. La técnica comprende en general
separar las proteinas de la muestra mediante electroforesis en gel basandose en el peso molecular, transferir las
proteinas separadas a un soporte sélido adecuado (tal como un filtro de nitrocelulosa, un filtro de nailon, o un filtro de
nailon derivatizado) e incubar las muestras con los anticuerpos que se unen de manera especifica a la proteina
objetivo. Estos anticuerpos pueden estar marcados directamente, o de manera alternativa se pueden detectar poste-
riormente mediante el uso de anticuerpos marcados (p.ej., anticuerpos anti-ratén de oveja marcados) que se unen
de manera especifica a los anticuerpos hacia la hormona del crecimiento humana mutante.

Otros formatos de ensayo incluyen los inmunoensayos con liposomas (LIA), que usan liposomas disefiados para
unirse a moléculas especificas (p.ej., anticuerpos) y liberar reactivos o marcadores encapsulados. Los productos
quimicos liberados se detectan después segun las técnicas habituales (véase, Monroe et al., Amer. Clin. Prod. Rev.,
5: 34-41 (1986)).

Glicosilacion y Glicoconjugacion de la hGH Mutante

Glicosilacién y Glicoconjugacién mediante Métodos Enzimaticos

La modificacion in vitro post-expresion de los péptidos es una estrategia atractiva para remediar las deficiencias de
los métodos que se basan en el control de la glicosilacion mediante sistemas de expresion modificados; incluyen la
modificacién de las estructuras de glicano o la introduccion de glicanos en sitios nuevos. Hay disponible una colec-
cion extensa de enzimas que transfieren restos donantes de sacaridos, lo que hace posible la sintesis enzimatica in
vitro de glucoconjugados con patrones de glicosilacion y estructuras de glicosilo disefiadas a medida. Véanse, por
ejemplo, las patentes de EE.UU. n°s 5.876.980; 6.030.815; 5.728.554; 5.922.577; y las solicitudes de patentes publi-
cadas WO 98/31826; WO 01/88117; WO 03/031464; WO 03/046150; WO 03/045980; WO 03/093448;
WO 04/009838; US2002/142370; US2003/040037; US2003/180835; US2004/063911; US2003/207406; vy
US2003/124645.

También se describen en la presente memoria los métodos para preparar conjugados de hormonas del crecimiento
humanas mutantes glicosiladas y sin glicosilar, que tienen sitios de glicosilacion nuevos que no existen en la hGH de
tipo natural correspondiente. Tal conjugacion puede tener lugar directamente en las unidades de carbohidrato ade-
cuadas de una hGH mutante glicosilada, o tras la eliminacion (es decir, el "recorte") de cualquier unidad de carbohi-
drato indeseada. Los conjugados se forman entre péptidos y diversas especies tales como polimeros hidrosolubles,
restos terapéuticos, restos de diagndstico, restos de seleccion del objetivo y similares. También se describen conju-
gados que incluyen dos o mas péptidos unidos entre si por medio de un brazo ligador, es decir, conjugados multifun-
cionales. Los conjugados multifuncionales de la invencion pueden incluir dos o mas copias del mismo péptido o una
coleccion de diversos péptidos con diferentes estructuras y/o propiedades.

Los conjugados se forman mediante la unién enzimatica de un carbohidrato modificado al péptido glicosilado o sin
glicosilar. El carbohidrato modificado, cuando se interpone entre el péptido y el grupo modificador del carbohidrato se
convierte en lo que se denomina en la presente memoria "un grupo ligador de glicosilo intacto". Mediante el uso de la
selectividad exquisita de las enzimas, tales como las glicosiltransferasas, el presente método proporciona péptidos
que albergan un grupo deseado en una o mas localizaciones especificas. Asi, segun la presente descripcion, un
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carbohidrato modificado se une directamente a un sitio seleccionado de la cadena peptidica 0, de manera alterna-
tiva, el carbohidrato modificado se afiade a un resto de carbohidrato de un glicopéptido. Los péptidos en los que hay
unidos carbohidratos modificados tanto a un carbohidrato de glicopéptido como directamente a un residuo de ami-
noacido del esqueleto peptidico también estan dentro del alcance de la presente invencién.

En contraste con las estrategias quimicas y enziméticas de elaboracion de péptidos, los métodos de la invencion
hacen posible construir péptidos y glicopéptidos que tienen un patrén de derivatizacion sustancialmente homogéneo;
las enzimas usadas en la invencion son selectivas en general para un residuo de aminoacido particular o combina-
cion de residuos de aminoacidos del péptido. Los métodos también son practicos para la produccion a gran escala
de péptidos modificados y glicopéptidos. Asi, los métodos de la invencion proporcionan un medio practico para la
preparacion a gran escala de glicopéptidos que tienen patrones de derivatizacién uniformes preseleccionados. Los
métodos son muy adecuados especialmente para la modificacion de péptidos terapéuticos, que incluyen, pero sin
limitacion, glicopéptidos que se glicosilan de manera incompleta durante la produccién en las células cultivadas
(p-€j., células de mamifero, células de insecto, células vegetales, células fungicas, células de levadura, o células
procarioticas) o plantas o animales transgénicos.

Los métodos proporcionan ademas conjugados de péptidos glicosilados y sin glicosilar con una semivida terapéutica
incrementada debido, por ejemplo, a una velocidad de eliminacion reducida, o a una velocidad reducida de captacion
por el sistema inmunitario o reticuloendotelial (SRE). Ademas, los métodos de la invencién proporcionan un medio
para enmascarar determinantes antigénicos en los péptidos, por lo que se reduce o se elimina una respuesta inmu-
nitaria del hospedador contra el péptido. También se puede usar la union selectiva de agentes de seleccion del obje-
tivo para dirigir un péptido hacia un tejido particular o hacia un receptor de la superficie celular que es especifico
para el agente de seleccion del objetivo particular.

Conjugados

La presente descripcion describe un conjugado entre un grupo modificador seleccionado y un péptido mutante de
hGH que tiene un sitio de glicosilacion que no esta presente en el péptido de tipo natural. El grupo modificador se
puede unir en el sitio de glicosilacion mutante o en un sitio que esta presente en el péptido de tipo natural.

La unioén entre el péptido y el grupo modificador incluye un grupo ligador de glicosilo interpuesto entre el péptido y el
resto seleccionado. Tal como se discute en la presente memoria, el resto seleccionado es esencialmente cualquier
especie que se puede unir a una unidad de sacarido, lo que da como resultado un carbohidrato modificado que es
reconocido por una enzima transferasa adecuada, que une el carbohidrato modificado al péptido. El componente de
sacérido del carbohidrato modificado, cuando esta interpuesto entre el péptido y un resto seleccionado, se convierte
en un "grupo ligador de glicosilo", p.ej., un "grupo ligador de glicosilo intacto". El grupo ligador de glicosilo se forma a
partir de cualquier mono- u oligo-sacarido que, tras la modificacion con un grupo modificador, es un sustrato para
una enzima que afiade el carbohidrato modificado a un aminoacido o residuo de glicosilo de un péptido.

El grupo ligador de glicosilo puede ser, o puede incluir, un resto de sacarido que se modifica de forma degradativa
durante la adicion del grupo modificador. Por ejemplo, el grupo ligador de glicosilo puede proceder de un residuo de
sacarido que se produce mediante la degradacién oxidativa de un sacarido intacto hasta el aldehido correspon-
diente, p.ej., por medio de la accién de metaperyodato, y que se convierte posteriormente en una base de Schiff con
una amina adecuada, que después se reduce hasta la amina correspondiente.

Los conjugados de la invencién corresponderan generalmente a la estructura general:

Carbohidr. Carbohidr.

a’b/e /d

en la que los simbolos a, b, ¢, d y s representan un niumero entero positivo que no es cero; y t es 0 o un nimero
entero positivo. El "agente" es un agente terapéutico, un agente bioactivo, un marcador detectable, resto hidrosolu-
ble (p.ej., PEG, m-PEG, PPG, y m-PPG) o similares. El "agente" puede ser un péptido, p.ej., enzima, anticuerpo,
antigeno, etc. El ligador puede ser cualquiera de una serie extensa de grupos ligadores, mencionados mas adelante.
De manera alternativa, el ligador puede ser un enlace simple o un "ligador de orden cero".

En una realizacién ejemplar, el grupo modificador seleccionado es un polimero hidrosoluble, p.ej., m-PEG. El poli-
mero hidrosoluble se une de manera covalente al péptido por medio de un grupo ligador de glicosilo. El grupo ligador
de glicosilo se une de manera covalente a un residuo de aminoacido o a un residuo de glicosilo del péptido. La in-
vencion también proporciona conjugados en los que un residuo de aminoacido y un residuo de glicosilo se modifican
con un grupo ligador de glicosilo.

Un polimero hidrosoluble ejemplar es poli(etilen glicol), p.ej., metoxipoli(etilen glicol). El poli(etilen glicol) usado en la
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presente invencion no esta limitado a ninguna forma o intervalo de peso molecular particular. El peso molecular del
poli(etilen glicol) es preferiblemente de entre 500 y 100.000. Se usa preferiblemente un peso molecular de 500-
60.000, y preferiblemente de 1.000-40.000. Mas preferiblemente, el peso molecular es de alrededor de 5.000 a alre-
dedor de 40.000.

En otra realizacion, el poli(etilen glicol) es un PEG ramificado que tiene mas de un resto de PEG unido. Los ejemplos
de PEGs ramificados se describen en la pat. de EE.UU. n°® 5.932.462; pat. de EE.UU. n° 5.342.940; pat. de EE.UU.
n°® 5.643.575; pat. de EE.UU. n°® 5.919.455; pat. de EE.UU. n° 6.113.906; pat. de EE.UU. n° 5.183.660; documento
WO 02/09766; Kodera Y., Bioconjugate Chemistry 5: 283-288 (1994); y Yamasaki et al., Agric. Biol. Chem., 52:
2125-2127, 1998. En una realizacion preferida, el peso molecular de cada poli(etilen glicol) del PEG ramificado es
5.000-20.000.

Ademas de proporcionar conjugados que se forman por medio de un grupo ligador de glicosilo afiadido enzimatica-
mente, la presente invencion proporciona conjugados que son muy homogéneos en sus patrones de sustitucion.
Mediante el uso de los métodos de la invencion, es posible formar conjugados peptidicos en los que esencialmente
todos los restos de carbohidratos modificados en una poblacién de conjugados de la invencién estan unidos en mul-
tiples copias de un residuo de aminoacido o de glicosilo estructuralmente idéntico. Asi, en un segundo aspecto, la
invencion proporciona un conjugado peptidico que tiene una poblacion de restos de polimeros hidrosolubles, que
estan unidos de manera covalente al péptido a través de un grupo ligador de glicosilo intacto. En un conjugado pre-
ferido de la invencion, esencialmente cada miembro de la poblacién se une a través del grupo ligador de glicosilo a
un residuo de glicosilo del péptido, y cada residuo de glicosilo del péptido al que esta unido el grupo ligador de glico-
silo tiene la misma estructura.

También se proporciona un conjugado peptidico que tiene una poblacion de restos de polimero hidrosoluble unidos
de manera covalente a él por medio de un grupo ligador de glicosilo. En una realizacién preferida, esencialmente
cada miembro de la poblacién de restos de polimero hidrosoluble esta unido a un residuo de aminoacido del péptido
a través de un grupo ligador de glicosilo, y cada residuo de aminoacido que tiene un grupo ligador de glicosilo unido
a él tiene la misma estructura.

La presente invenciéon también proporciona conjugados analogos a los descritos anteriormente en los que el péptido
esta conjugado a un resto terapéutico, resto de diagndstico, resto de seleccidon del objetivo, resto de toxina o similar
a través de un grupo ligador de glicosilo intacto. Cada uno de los restos anteriormente enumerados puede ser una
molécula pequefia, polimero natural (p.ej., polipéptido) o polimero sintético.

En una realizacién ejemplar, la hormona del crecimiento humana mutante esta conjugada a transferrina a través de
un ligador bifuncional que incluye un grupo ligador de glicosilo intacto en cada extremo del resto de PEG (Esquema
1). Por ejemplo, un extremo del ligador de PEG esta funcionalizado con un ligador de &cido sialico intacto que esta
unido a transferrina, y el otro esta funcionalizado con un ligador de GalNAc intacto que esta unido a la hGH mutante.

Los conjugados de la invencion pueden incluir grupos ligadores de glicosilo intactos que son mono- o multi-valentes
(p.€j., estructuras de antena). Asi, los conjugados de la invencion incluyen ambas especies en las que un resto se-
leccionado esté unido a un péptido a través de un grupo ligador de glicosilo monovalente. También estan incluidos
en la invencion los conjugados en los que mas de un resto seleccionado estd unido a un péptido a través de un
grupo ligador multivalente.

En una realizacién adicional, la invencién proporciona conjugados que se localizan de manera selectiva en un tejido
particular debido a la presencia de un agente de seleccién del objetivo como componente del conjugado. En una
realizacion ejemplar, el agente de seleccion del objetivo es una proteina. Las proteinas ejemplares incluyen transfe-
rrina (cerebro, conjunto de la sangre), HS-glicoproteina (hueso, cerebro, conjunto de la sangre), anticuerpos (cere-
bro, tejido con antigeno especifico de anticuerpo, conjunto de la sangre), factores de coagulaciéon V-XIlI (tejido lesio-
nado, coagulos, cancer, conjunto de la sangre), proteinas séricas, p.€j., a-glicoproteina acida, fetuina, a-feto proteina
(cerebro, conjunto de la sangre), B2-glicoproteina (higado, placas ateroescleréticas, cerebro, conjunto de la sangre),
G-CSF, GM-CSF, M-CSF, y EPO (estimulacion inmunitaria, canceres, conjunto de la sangre, sobreproduccion de
eritrocitos, neuroproteccion), albumina (incremento de la semivida), y lipoproteina E.

Métodos

Ademas de los conjugados discutidos anteriormente, la presente descripcion describe métodos para la preparacion
de estos y otros conjugados. Asi, en un aspecto adicional, la invencion proporciona un método para la formacién de
un conjugado covalente entre un resto seleccionado y un péptido. También se describen en la presente memoria
métodos para dirigir los conjugados de la invencion hacia un tejido o region particular del organismo. Ademas, la
presente descripcién proporciona un método para prevenir, curar, o mejorar un estado patolégico administrando un
conjugado de la invencion a un sujeto que corre el riesgo de desarrollar la enfermedad o a un sujeto que tiene la
enfermedad.

En las realizaciones ejemplares, el conjugado se forma entre un polimero hidrosoluble, un resto terapéutico, un resto
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de seleccion del objetivo o una biomolécula, y un péptido glicosilado o no glicosilado. El polimero, resto terapéutico o
biomolécula se conjugan con el péptido por medio de un grupo ligador de glicosilo intacto, que se interpone, y se une
de manera covalente tanto al péptido como al grupo modificador (p.ej., polimero hidrosoluble). EI método incluye
poner en contacto el péptido con una mezcla que contiene un carbohidrato modificado y una glicosiltransferasa para
la que el carbohidrato modificado es un sustrato. La reaccion se lleva a cabo en condiciones suficientes para formar
un enlace covalente entre el carbohidrato modificado y el péptido. El resto de carbohidrato del carbohidrato modifi-
cado se selecciona preferiblemente de carbohidratos de nucleétidos, carbohidratos activados, y carbohidratos que
no son de nucledtidos ni estan activados.

El péptido aceptor (glicosilado o sin glicosilar) generalmente se sintetiza de novo, o se expresa de manera recombi-
nante en una célula procariética (p.ej., célula bacteriana, tal como E. coli) o en una célula eucaridtica, tal como una
célula de mamifero, de levadura, de insecto, fungica o vegetal. El péptido puede ser una proteina de tamafio com-
pleto o un fragmento. Ademas, el péptido puede ser de tipo natural o un péptido mutado. En una realizacién ejem-
plar, el péptido incluye una mutaciéon que afnade uno o mas sitios consenso de glicosilacién a la secuencia del pép-
tido.

El método de la invencién también prevé la modificacién de péptidos glicosilados de manera incompleta que se pro-
ducen de forma recombinante. Muchas lipoproteinas producidas de forma recombinante estan glicosiladas de ma-
nera incompleta, por lo que exponen residuos de carbohidratos que pueden tener propiedades indeseables, p.€j.,
inmunogenicidad, reconocimiento por parte del SRE. Mediante el empleo de un carbohidrato modificado en un mé-
todo de la invencion, el péptido se puede glicosilar adicionalmente de forma simultanea y derivatizar, por ejemplo,
con un polimero hidrosoluble, agente terapéutico, o similares. El resto de carbohidrato del carbohidrato modificado
puede ser el residuo que se conjugaria correctamente con el aceptor en un péptido completamente glicosilado, u
otro resto de carbohidrato con propiedades deseables.

Los péptidos modificados mediante los métodos de la invencion pueden ser péptidos sintéticos o de tipo natural, o
pueden ser péptidos mutados, producidos mediante métodos conocidos en la técnica, tales como mutagénesis diri-
gida. La glicosilacién de los péptidos es en general con union en N o con unién en O. Una union en N ejemplar es la
union del carbohidrato modificado a la cadena lateral de un residuo de asparagina. Las secuencias tripeptidicas
asparagina-X-serina y asparagina-X-treonina, en las que X es cualquier aminoacido excepto prolina, son las secuen-
cias de reconocimiento para la unidon enzimatica de un resto de carbohidrato a la cadena lateral de la asparagina.
Asi, la presencia de cualquiera de estas secuencias tripeptidicas en un polipéptido crea un sitio de glicosilacion po-
tencial. La glicosilacion con unién en O se refiere a la unién de un carbohidrato (p.ej., N-acetilgalactosamina, galac-
tosa, manosa, GIcNAc, glucosa, fucosa o xilosa) en la cadena lateral de hidroxilo de un hidroxiaminoéacido, preferi-
blemente serina o treonina, aunque también se pueden usar 5-hidroxiprolina o 5-hidroxilisina.

La adicién de sitios de glicosilacion a un péptido u otra estructura se lleva a cabo de manera conveniente alterando
la secuencia de aminoacidos, de forma que contenga uno o mas sitios de glicosilacién. La adicion se puede realizar
también mediante la incorporacién de una o mas especies que presentan un grupo OH, preferiblemente residuos de
serina o treonina, en la secuencia del péptido (para los sitios de glicosilacién con unién en O). La adiciéon se puede
realizar mediante mutacién o mediante sintesis quimica completa del péptido. La secuencia de aminoacidos del
péptido se altera preferiblemente por medio de cambios a nivel del ADN, en particular mutando el ADN que codifica
el péptido en bases preseleccionadas, de manera que se generan codones que se traducirdn en los aminoacidos
deseados. La(s) mutacion(es) del ADN se realizan preferiblemente mediante el uso de métodos conocidos en la
técnica.

En una realizacién ejemplar, el sitio de glicosilacién se afade reordenando aleatoriamente polinucledtidos. Los poli-
nucleodtidos que codifican un péptido candidato se pueden modular con protocolos de reordenamiento aleatorio del
ADN. El reordenamiento aleatorio del ADN es un procedimiento de recombinacion y mutacion recurrentes, llevado a
cabo mediante la fragmentacién aleatoria de un grupo de genes relacionados, seguido por la reconstruccion de los
fragmentos mediante un procedimiento similar a la reaccién en cadena de la polimerasa. Véase, p.ej., Stemmer,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:10747-10751 (1994); Stemmer, Nature 370:389-391 (1994); y las patentes de EE.UU.
n°s 5.605.793, 5.837.458, 5.830.721 y 5.811.238.

La presente invencion también proporciona medios para anadir (o eliminar) uno o mas residuos de glicosilo seleccio-
nados a un péptido, tras lo cual se conjuga un carbohidrato modificado a al menos uno de los residuos de glicosilo
seleccionados del péptido. La presente realizacion es util, por ejemplo, cuando se desea conjugar el carbohidrato
modificado a un residuo de glicosilo seleccionado que no esta presente en un péptido o que no esta presente en una
cantidad deseada. Asi, antes de acoplar un carbohidrato modificado a un péptido, el residuo de glicosilo seleccio-
nado se conjuga al péptido mediante acoplamiento enzimatico o quimico. En otra realizacion, se altera el patron de
glicosilacion de un glicopéptido antes de la conjugacion del carbohidrato modificado mediante la eliminacién de un
residuo de carbohidrato del glicopéptido. Véase, por ejemplo, el documento WO 98/31826.

La adicion o eliminacion de cualquier resto de carbohidrato presente en el glicopéptido se lleva a cabo de manera
quimica o enzimatica. La desglicosilacién quimica se lleva a cabo preferiblemente mediante la exposicion de la va-
riante del polipéptido al compuesto acido trifluorometanosulfénico, 0 a un compuesto equivalente. Este tratamiento
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da como resultado la escision de la mayor parte o de todos los carbohidratos excepto el carbohidrato de union (N-
acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina), y al mismo tiempo deja el péptido intacto. La desglicosilacion quimica se
describe en Hakimuddin et al., Arch. Biochem. Biophys. 259: 52 (1987) y en Edge et al., Anal. Biochem. 118: 131
(1981). La escision enzimatica de restos de carbohidrato en variantes polipeptidicas se puede llevar a cabo mediante
el uso de una diversidad de endo- y exo-glicosilasas tal como se describe en Thotakura et al., Meth. Enzymol. 138:
350 (1987).

La adiciéon quimica de restos de glicosilo se lleva a cabo mediante cualquier método reconocido en la técnica. La
adicion enzimatica de restos de carbohidrato se lleva a cabo preferiblemente mediante el uso de una modificacion de
los métodos expuestos en la presente memoria, sustituyendo las unidades de glicosilo nativas por los carbohidratos
modificados usados en la invencién. Otros métodos para afadir restos de carbohidratos se describen en las patentes
de EE.UU. n°s 5.876.980, 6.030.815, 5.728.554, y 5.922.577.

Los puntos de unién ejemplares para el residuo de glicosilo seleccionado incluyen, pero sin limitacion: (a) sitios con-
senso para la glicosilacion con unién en N y la glicosilacién con union en O; (b) restos de glicosilo terminales que son
aceptores para una glicosiltransferasa; (c) arginina, asparagina e histidina; (d) grupos carboxilo libres; (e) grupos
sulfhidrilo libres tales como los de cisteina; (f) grupos hidroxilo libres tales como los de serina, treonina, o hidroxipro-
lina; (g) residuos aromaticos tales como los de fenilalanina, tirosina, o triptéfano; o (h) el grupo amida de glutamina.
Los métodos ejemplares para el uso en la presente invencion se describen en el documento WO 87/05330 publicado
el 11 de sep. de 1987, y en Aplin y Wriston, CRC CRIT. REV. BIOCHEM., pags. 259-306 (1981).

En una realizacion, la invencion proporciona un método para unir hGH y uno o mas péptidos por medio de un grupo
ligador. El grupo ligador tiene cualquier estructura util, y se puede seleccionar de estructuras de cadena lineal y de
cadena ramificada. Preferiblemente, cada extremo del ligador, que esta unido a un péptido, incluye un carbohidrato
modificado (es decir, un grupo ligador de glicosilo intacto naciente).

En un método ejemplar de la invencion, dos péptidos estan unidos entre si a través de un resto ligador que incluye
un ligador de PEG. La estructura se ajusta a la estructura general expuesta en el dibujo anterior. Tal como se des-
cribe en la presente memoria, la construccién de la invencién incluye dos grupos ligadores de glicosilo intactos (es
decir, s + t = 1). El foco sobre un ligador de PEG que incluye dos grupos glicosilo es por motivos de claridad, y no se
deberia interpretar como limitante de la identidad de los brazos del ligador para el uso en esta realizacion de la in-
vencion.

Asi, un resto de PEG se funcionaliza en un primer extremo con una primera unidad de glicosilo y en un segundo
extremo con una segunda unidad de glicosilo. La primera y segunda unidades de glicosilo son preferiblemente sus-
tratos para diferentes transferasas, lo que permite la unién ortogonal del primer y segundo péptido a la primera y
segunda unidad de glicosilo, respectivamente. En la practica, el ligador (glicosilo)1-PEG-(incosiIo)2 se pone en con-
tacto con el primer péptido y una primera transferasa para la que la primera unidad de glicosilo es un sustrato, por lo
que se forma (péptido)1-(g|icosi|o)1-PEG-(g|icosiIo)2. Después, la glicosiltransferasa y/o el péptido sin reaccionar se
eliminan opcionalmente de la mezcla de reaccién. El segundo péptido y una segunda transferasa para la que la
segunda unidad de glicosilo es un sustrato se afiaden al conjugado (péptido)'-(glicosilo)'-PEG-(glicosilo)?, por lo que
se forma (péptido)'-(glicosilo)'-PEG-(glicosilo)’~(péptido)?. Los expertos en la técnica apreciaran que el método re-
sumido anteriormente también es aplicable para la formacion de conjugados entre mas de dos péptidos, por ejemplo,
mediante el uso de un PEG ramificado, dendrimero, poli(aminoacido), polisacarido o similares.

En una realizacién ejemplar, la hormona del crecimiento humana esta conjugada a transferrina a través de un ligador
bifuncional que incluye un grupo ligador de glicosilo intacto en cada extremo del resto de PEG (Esquema 1). El con-
jugado de hGH tiene una semivida in vivo que esta incrementada respecto de la de hGH sola en virtud del tamafio
molecular mayor del conjugado. Ademas, la conjugacion de hGH a transferrina sirve para dirigir de manera selectiva
el conjugado al cerebro. Por ejemplo, un extremo del ligador de PEG se funcionaliza con CMP-acido sialico y el otro
se funcionaliza con UDP-GalNAc. El ligador se combina con hGH en presencia de una GalNAc transferasa, lo que
da como resultado la unién del GalNAc del brazo del ligador a un residuo de serina y/o treonina de la hGH.
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Esquema 1

SA Gal

sialidasa
——— transferrina

SA - Gal
2

1. sialiltransferasa )
CMP-SA-PEG-GalNAc-UDP
2. GalNAc transferasa
hGH

Gal—SA-PEG-GailNAc-hGH

transferrina

Gal—SA-PEG-GalNAc-hGH | ,

El procedimiento descrito anteriormente se puede llevar a cabo por medio de tantos ciclos como se desee, y no se
limita a la formaciéon de un conjugado entre dos péptidos con un Unico ligador. Ademas, los expertos en la técnica
apreciaran que las reacciones que funcionalizan los grupos ligadores de glicosilo intactos en los extremos del ligador
de PEG (u otros) con el péptido se pueden dar de manera simultanea en el mismo recipiente de reaccion, o se pue-
den llevar a cabo por etapas. Cuando las reacciones se llevan a cabo por etapas, el conjugado producido en cada
etapa se purifica opcionalmente de uno o mas componentes de la reaccion (p.ej., enzimas, péptidos).

Otra realizacion ejemplar se expone en el Esquema 2. El Esquema 2 muestra un método para preparar un conju-

gado que dirige una proteina seleccionada, p.ej., la hormona del crecimiento humana, hacia el hueso e incrementa la
semivida circulatoria de la proteina seleccionada.

Gal  CMP-SA-PEG-Gal-UDP @ -SA-PEG-Gal-UDP
e et O .
Gal sialiltransferasa -SA-PEG-Gal-UDP
hGH
golactosiltransferasa

@ al-SA-PEG-Gal-hGH
l-SA-PEG-GaI-}xGH
en el que G es un residuo de glicosilo en un resto de carbohidrato activado (p.ej., nucleétidos de carbohidratos) que

se convierte en un grupo ligador de glicosilo intacto en el conjugado. Cuando s es mayor de 0, L es un grupo ligador
de sacarilo tal como GalNAc, o GalNAc-Gal.

Esquema 2

El uso de derivados reactivos de PEG (u otros ligadores) para unir uno o mas restos de péptidos al ligador esté
dentro del alcance de la presente invencion. La invencion no se limita a la identidad del analogo de PEG reactivo.
Muchos derivados activados de poli(etilenglicol) estan disponibles comercialmente y en la biografia. Un experto en la
técnica tiene capacidad para elegir, y sintetizar si es necesario, un derivado de PEG activado adecuado con el que
preparar un sustrato util en la presente invencion. Véase, Abuchowski et al. Cancer Biochem. Biophys., 7: 175-186
(1984); Abuchowski et al., J. Biol. Chem., 252: 3582-3586 (1977); Jackson et al., Anal. Biochem., 165: 114-127
(1987); Koide et al., Biochem Biophys. Res. Commun., 111: 659-667 (1983)), tresilato (Nilsson et al., Methods
Enzymol., 104: 56-69 (1984); Delgado et al, Biotechnol. Appl. Biochem., 12: 119-128 (1990)); ésteres activos deriva-
dos de N-hidroxisuccinimida (Buckmann et al., Makromol. Chem., 182: 1379-1384 (1981); Joppich et al., Makromol.
Chem., 180: 1381-1384 (1979); Abuchowski et al., Cancer Biochem. Biophys., 7: 175-186 (1984); Katre et al. Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A., 84: 1487-1491 (1987); Kitamura et al., Cancer Res., 51: 4310-4315 (1991); Boccu et al., Z.
Naturforsch., 38C: 94-99 (1983), carbonatos (Zalipsky et al., POLY(ETHYLENE GLYCOL) CHEMISTRY:
BIOTECHNICAL AND BIOMEDICAL APPLICATIONS, Harris, Ed., Plenum Press, Nueva York, 1992, pags. 347-370;
Zalipsky et al., Biotechnol. Appl. Biochem., 15: 100-114 (1992); Veronese et al., Appl. Biochem. Biotech., 11: 141-
152 (1985)), formiatos de imidazolilo (Beauchamp et al., Anal. Biochem., 131: 25-33 (1983); Berger et al., Blood, 71:
1641-1647 (1988)), 4-ditiopiridinas (Woghiren et al., Bioconjugate chem. 4, 314-318 (1993)), isocianatos (Byun et al.,
ASAIO Journal, M649-M-653 (1992)) y epodxidos (pat. de EE.UU. n°® 4.806.595, expedida a Noishiki et al., (1989).
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Otros grupos ligadores incluyen la unién uretano entre grupos amino y PEG activado. Véase, Veronese, et al., Appl.
Biochem. Biotechnol., 11: 141-152 (1985).

En otra realizacion ejemplar, la invencién proporciona un método para prolongar la semivida en la circulaciéon san-
guinea de un péptido seleccionado, basicamente dirigiendo el péptido hacia el conjunto de la sangre, conjugando el
péptido con un polimero sintético o natural de un tamafno suficiente para retrasar la filtracion de la proteina en el
glomérulo (p.€j., albumina). Véase el Esquema 3. Esta realizacion de la invencion se ilustra en el Esquema 3, en el
que la hGH se conjuga a albumina por medio de un ligador de PEG mediante el uso de una combinacion de modifi-
caciones quimicas y enzimaticas.

Esquema 3

X—PEG—SA-CMP :
— PEG—SA-CMP

X = Grupo activante @
PEG—SA—@

Asi, tal como se muestra en el Esquema 3, se modifica un residuo (p.ej., la cadena lateral de un aminoacido) de la
albumina con un derivado de PEG reactivo, tal como X-PEG-(CMP-acido sialico), en el que X es un grupo activante
(p.€j., éster activo, isotiocianato, etc.). El derivado de PEG y hGH se combinan y se ponen en contacto con una
transferasa para la que CMP-acido sidlico es un sustrato. En una realizacion ilustrativa adicional, se hace reaccionar
una g-amina de lisina con el éster de N-hidroxisuccinimida del ligador de PEG para formar un conjugado con la al-
bumina. El CMP-acido sidlico del ligador se conjuga enzimaticamente con un residuo adecuado de hGH, p.ej., Gal o
GalNAc, por lo que se forma el conjugado. Los expertos en la técnica apreciaran que el método anteriormente des-
crito no se limita a las moléculas de reaccidon expuestas en él. Ademas, el método se puede poner en practica para
formar conjugados que incluyen mas de dos restos de proteina, por ejemplo, mediante la utilizacion de ligadores
ramificados que tienen mas de dos extremos.

Carbohidratos Modificados

Las especies donantes de glicosilo modificadas ("carbohidratos modificados") se seleccionan preferiblemente de
nucleétidos de carbohidratos modificados, carbohidratos modificados activados y carbohidratos modificados que son
sacaridos simples que no son nucleétidos ni estén activados. Se puede afiadir cualquier estructura de carbohidrato
deseada a un péptido mediante el uso de los métodos de la invencion. En general, la estructura serd un monosacé-
rido, pero la presente invencién no se limita al uso de carbohidratos de monosacaridos modificados; los oligosacari-
dos y polisacaridos también son utiles.

El grupo modificador se une a un resto de carbohidrato por medios enzimaticos, medios quimicos o una combinacion
de los mismos, por lo que se produce un carbohidrato modificado. Los carbohidratos se sustituyen en cualquier posi-
cién que permita la unién del resto modificador, y que todavia permita que el carbohidrato funcione como un sustrato
para la enzima utilizada para ligar el sustrato modificado al péptido. En una realizacién preferida, cuando el acido
sialico es el carbohidrato, el &cido sidlico se sustituye con el grupo modificador en la posicion 9 de la cadena lateral
de piruvilo, o en la posicion 5 en el resto de amina que esta acetilado normalmente en el acido sialico.

En ciertas realizaciones de la presente invencion, se utiliza un nucleétido de carbohidrato modificado para afiadir el
carbohidrato modificado al péptido. Los nucledtidos de carbohidrato ejemplares que se usan en la presente inven-
cion en su forma modificada incluyen los mono-, di- o trifosfatos de nucleétidos o los analogos de los mismos. En
una realizacion preferida, el nucledtido de carbohidrato modificado se selecciona de un UDP-glicésido, CMP-glico-
sido, o un GDP-glicésido. Aun mas preferiblemente, el nucleétido de carbohidrato modificado se selecciona de una
UDP-galactosa, UDP-galactosamina, UDP-glucosa, UDP-glucosamina, GDP-manosa, GDP-fucosa, CMP-acido
sialico, o CMP-NeuAc. Los derivados de N-acetilamina de los nucleétidos de carbohidrato también son utiles en el
método de la invencion.

La invencién también proporciona métodos para sintetizar un péptido modificado mediante el uso de un carbohidrato
modificado, p.ej., galactosa, fucosa, GalNAc, y acido sialico modificados. Cuando se usa un acido sialico modificado,
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se puede usar una sialiltransferasa o una trans-sialidasa (para el acido sialico unido en a2,3 Unicamente) en estos
métodos.

En ofras realizaciones, el carbohidrato modificado es un carbohidrato activado. Los carbohidratos modificados acti-
vados, que son utiles en la presente invencion, son en general glicosidos que se han alterado sintéticamente para
que incluyan un grupo saliente activado. Tal como se usa en la presente memoria, la expresion "grupo saliente acti-
vado" se refiere a los restos que se desplazan facilmente en reacciones de sustitucion nucledfila reguladas por en-
zimas. Se conocen muchos carbohidratos activados en la técnica. Véase, por ejemplo, Vocadlo et al. En
CARBOHYDRATE CHEMISTRY AND BIOLOGY, Vol. 2, Ernst et al. Ed., Wiley-VCH Verlag: Weinheim, Alemania,
2000; Kodama et al., Tetrahedron Lett. 34: 6419 (1993); Lougheed, et al., J. Biol. Chem. 274: 37717 (1999)).

Los ejemplos de grupos activadores (grupos salientes) incluyen fluoro, cloro, bromo, éster de tosilato, éster de me-
silato, éster de ftriflato y similares. Los grupos salientes activados preferidos para el uso en la presente invencién son
aquellos que no dificultan estéricamente de manera significativa la transferencia enzimatica del glicésido al aceptor.
Por lo tanto, las realizaciones preferidas de los derivados de glicésido activados incluyen fluoruros de glicosilo y
mesilatos de glicosilo, y los fluoruros de glicosilo se prefieren especialmente. Entre los fluoruros de glicosilo, el fluo-
ruro de a-galactosilo, fluoruro de a-manosilo, fluoruro de a-glucosilo, fluoruro de a-fucosilo, fluoruro de a-xilosilo,
fluoruro de a-sialilo, fluoruro de a-N-acetilglucosaminilo, fluoruro de a-N-acetilgalactosaminilo, fluoruro de B-galacto-
silo, fluoruro de B-manosilo, fluoruro de B-glucosilo, fluoruro de B-fucosilo, fluoruro de B-xilosilo, fluoruro de B-sialilo,
fluoruro de B-N-acetilglucosaminilo y fluoruro de B-N-acetilgalactosaminilo son los mas preferidos.

A modo de ilustracion, los fluoruros de glicosilo se pueden preparar a partir del carbohidrato libre, acetilando primero
el carbohidrato y después tratandolo con HF/piridina. Esto genera el andmero termodinamicamente mas estable del
fluoruro de glicosilo protegido (acetilado) (es decir, el fluoruro de a-glicosilo). Si se desea el anémero menos estable
(es decir, el fluoruro de B-glicosilo), se puede preparar convirtiendo el carbohidrato peracetilado con HBr/HOAc o con
HCI para generar el bromuro o cloruro anomérico. Este intermedio se hace reaccionar con una sal de fluoruro, tal
como fluoruro de plata, para generar el fluoruro de glicosilo. Los fluoruros de glicosilo acetilados se pueden despro-
teger mediante una reacciéon con una base suave (catalitica) en metanol (p.ej., NaOMe/MeOH). Ademas, muchos
fluoruros de glicosilo estan disponibles comercialmente.

Otros derivados de glicosilo activados se pueden preparar mediante el uso de métodos convencionales conocidos
para los expertos en la técnica. Por ejemplo, se pueden preparar mesilatos de glicosilo mediante el tratamiento de la
forma hemiacetal completamente bencilada del carbohidrato con cloruro de mesilo, seguido de hidrogenacién catali-
tica para eliminar los grupos bencilo.

En una realizacion ejemplar adicional, el carbohidrato modificado es un oligosacarido que tiene una estructura de
antena. En una realizacién preferida, uno o mas de los extremos de la antena albergan el resto modificador. Cuando
hay unido mas de un resto modificador a un oligosacarido que tiene una estructura de antena, el oligosacarido es util
para "amplificar" el resto modificador; cada unidad de oligosacarido conjugada al péptido une mudltiples copias del
grupo modificador del péptido. La estructura general de un quelato tipico de la invencion, tal como se expone en los
dibujos anteriores, abarca especies multivalentes que son el resultado de preparar un conjugado de la invencién
mediante la utilizaciéon de una estructura de antena. Se conocen en la técnica muchas estructuras de sacaridos con
forma de antena, y el presente método se puede poner en practica con ellos sin limitacion.

Los grupos modificadores ejemplares se discuten a continuacién. Los grupos modificadores se pueden seleccionar
en funcién de su capacidad de conferir a un polipéptido una o mas propiedades deseables. Las propiedades ejem-
plares incluyen, pero sin limitacién, farmacocinética incrementada, farmacodinamica incrementada, biodistribucion
mejorada, proporcionar una especie polivalente, solubilidad en agua mejorada, lipofilia aumentada o disminuida, y
seleccién como objetivo de tejidos.

Polimeros Hidrosolubles

La hidrofilia de un péptido seleccionado se incrementa mediante la conjugacion con moléculas polares tales como
moléculas que contienen amina, éster, hidroxilo y polihidroxilo. Los ejemplos representativos incluyen, pero sin limi-
tacion, polilisina, polietilenimina, y poliéteres, p.ej., poli(etilen glicol), m-poli(etilen glicol), poli(propilenglicol), m-
poli(propilen glicol), y otros restos de O-alquil poli(alquilen glicol). Los polimeros hidrosolubles preferidos son esen-
cialmente no fluorescentes, o emiten tal cantidad minima de fluorescencia que son inadecuados para el uso como
marcador fluorescente en un ensayo. Ademas, en general se prefiere usar polimeros que no sean carbohidratos que
se den de manera natural. Una excepcién a esta preferencia es el uso de un carbohidrato que por otra parte se da
de manera natural que se modifica mediante la unién covalente de otra entidad (p.ej., poli(etilen glicol), poli(propilen
glicol), biomolécula, resto terapéutico, resto de diagndstico, etc.). En otra realizacion ejemplar, se conjuga un resto
de carbohidrato terapéutico a un brazo ligador y el casete carbohidrato-brazo ligador se conjuga posteriormente a un
péptido por medio de un método de la invencion.

Los métodos y procedimientos quimicos para la activacion de polimeros hidrosolubles y sacaridos, asi como los
métodos para la conjugacion de sacaridos y polimeros a diversas especies, se describen en la bibliografia. Los mé-
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todos usados habitualmente para la activacion de polimeros incluyen la activacién de grupos funcionales con bro-
muro de ciandégeno, peryodato, glutaraldehido, biepoxidos, epiclorohidrina, divinilsulfona, carbodiimida, haluros de
sulfonilo, triclorotriazina, etc. (véase, R. F. Taylor, (1991), PROTEIN IMMOBILISATION. FUNDAMENTALS AND
APPLICATIONS, Marcel Dekker, N.Y.; S. S. Wong, (1992), CHEMISTRY OF PROTEIN CONJUGATION AND
CROSSLINKING, CRC Press, Boca Raton; G. T. Hermanson et al.,, (1993), IMMOBILIZED AFFINITY LIGAND
TECHNIQUES, Academic Press, N.Y.; Dunn, R.L., et al., Eds. POLYMERIC DRUGS AND DRUG DELIVERY
SYSTEMS, ACS Symposium Series Vol. 469, American Chemical Society, Washington, D.C. 1991).

Los expertos en la técnica conocen muchos polimeros hidrosolubles, y son utiles en la practica de la presente inven-
cion. La expresion polimero hidrosoluble abarca especies tales como sacaridos (p.ej., dextrano, amilosa, acido hialu-
rénico, poli(acido sialico), heparanos, heparinas, etc.); poli (aminoacidos); acidos nucleicos; polimeros sintéticos
(p.€j., poli(acido acrilico), poli(éteres), p.gj., poli(etilen glicol); péptidos, proteinas, y similares. La presente invencion
se puede poner en practica con cualquier polimero hidrosoluble, con la Unica limitacion de que el polimero debe
incluir un punto en el que el resto del conjugado se pueda unir.

Los métodos para la activacién de polimeros se pueden hallar también en el documento WO 94/17039, pat. de
EE.UU. n°® 5.324.844, documento WO 94/18247, documento WO 94/04193, pat. de EE.UU. n° 5.219.564, pat. de
EE.UU. n°® 5.122.614, documento WO 90/13540, pat. de EE.UU. n° 5.281.698, y documento WO 93/15189, y para la
conjugacion entre polimeros activados y péptidos, p.ej. el Factor de Coagulacion VIl (documento WO 94/15625),
hemoglobina (documento WO 94/09027), molécula portadora de oxigeno (pat. de EE.UU. n® 4.412.989), ribonu-
cleasa y superoxido dismutasa (Veronese et al., App Biochem. Biotech. 11: 141-45 (1985)).

Los polimeros hidrosolubles preferidos son aquellos en los que una porcién sustancial de las moléculas de polimero
en una muestra del polimero tienen aproximadamente el mismo peso molecular; se dice que tales polimeros son
"homodispersos" o "monodispersos".

La presente invencion se ilustra ademés mediante referencia a un conjugado con poli(etilen glicol) o monometoxi-
poli(etilen glicol) (m-PEG). Hay disponibles varias revisiones y monografias sobre la funcionalizacion y conjugacion
de PEG. Véase, por ejemplo, Harris, Macronol. Chem. Phys. C25: 325-373 (1985); Scouten, Methods in Enzymology
135: 30-65 (1987); Wong et al., Enzyme Microb. Technol. 14: 866-874 (1992); Delgado et al., Critical Reviews in
Therapeutic Drug Carrier Systems 9: 249-304 (1992); Zalipsky, Bioconjugate Chem. 6: 150-165 (1995); y Bhadra, et
al., Pharmazie, 57:5-29 (2002).

El poli(etilen glicol) util en la formacién del conjugado de la invencion es lineal o ramificado.

La semivida in vivo o area bajo la curva (ABC) de los glicopéptidos terapéuticos se puede incrementar también con
polimeros hidrosolubles tales como PEG, m-PEG, PPG, y m-PPG. Por ejemplo, la modificacién quimica de proteinas
con PEG (PEG-ilacién) o m-PEG (m-PEG-ilacién) incrementa su tamafio molecular y disminuye su accesibilidad
superficial y su accesibilidad a grupos funcionales, cada una de las cuales depende del tamafio del PEG unido a la
proteina. Esto da como resultado una mejora de las semividas plasmaticas o ABCs y de la estabilidad proteolitica, y
una disminucion de la inmunogenicidad y de la captacion hepatica (Chaffee et al. J. Clin. Invest. 89: 1643-1651
(1992); Pyatak et al. Res. Commun. Chem. Pathol Pharmacol. 29: 113-127 (1980)). Se ha informado que la PEGila-
cion de la interleucina-2 incrementa su potencia antitumoral in vivo (Katre et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 84: 1487-
1491 (1987)) y la PEG-ilacién de un F(ab')2 derivado del anticuerpo monoclonal A7 ha mejorado su localizacion
tumoral (Kitamura et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 28: 1387-1394 (1990)). Asi, en otra realizacion preferida,
la semivida in vivo de un péptido derivatizado con un polimero hidrosoluble mediante un método de la invencion se
incrementa respecto de la semivida in vivo o ABC del péptido sin derivatizar.

El incremento de la semivida in vivo del péptido o de la ABC se expresa mejor en forma de un intervalo de incre-
mento en porcentaje de esta cantidad. El extremo inferior del intervalo de incremento en porcentaje es de alrededor
del 40%, alrededor del 60%, alrededor del 80%, alrededor del 100%, alrededor del 150% o alrededor del 200%. El
extremo superior del intervalo es de alrededor del 60%, alrededor del 80%, alrededor del 100%, alrededor del 150%,
0 mas de alrededor del 250%.

Los restos de PEG de cualquier peso molecular, p.ej., 5 kD, 10 kD, 20 kD, y 30 kD, son utiles en la presente inven-
cion.

Biomoléculas

En otra realizacion preferida, el carbohidrato modificado alberga una biomolécula. En otras realizaciones preferidas,
la biomolécula es una proteina funcional, enzima, antigeno, anticuerpo, péptido, acido nucleico (p.ej., nucleétidos o
nucledsidos simples, oligonucleétidos, polinucledtidos y acidos nucleicos monocatenarios o de cadenas superiores),
lectina, receptores o una combinacién de los mismos.

Las biomoléculas preferidas son esencialmente no fluorescentes, o emiten tal cantidad minima de fluorescencia que
son inadecuadas para el uso como marcador fluorescente en un ensayo. Ademas, se prefiere en general usar bio-
moléculas que no sean carbohidratos. Una excepcién a esta preferencia es el uso de carbohidratos que por otra
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parte se dan de manera natural que se modifican mediante la unién covalente de otra entidad (p.ej., PEG, biomolé-
cula, resto terapéutico, resto de diagnéstico, etc.). En una realizacion ejemplar, se conjuga un resto de carbohidrato,
que es una biomolécula, a un brazo ligador y el casete carbohidrato-brazo ligador se conjuga posteriormente a un
péptido por medio de un método de la invencion.

Las biomoléculas utiles en la practica de la presente invenciéon pueden proceder de cualquier fuente. Las biomolé-
culas se pueden aislar a partir de fuentes naturales o se pueden producir mediante métodos sintéticos. Los péptidos
pueden ser péptidos naturales o péptidos mutados. Las mutaciones se pueden llevar a cabo mediante mutagénesis
quimica, mutagénesis dirigida u otros medios para la introduccion de mutaciones conocidas para los expertos en la
técnica. Los péptidos utiles en la practica de la presente invencion incluyen, por ejemplo, enzimas, antigenos, anti-
cuerpos y receptores. Los anticuerpos pueden ser policlonales o0 monoclonales; intactos o fragmentos. Los péptidos
son opcionalmente los productos de un programa de evolucion dirigida.

Tanto los péptidos obtenidos de forma natural como los sintéticos y los acidos nucleicos son utiles junto con la pre-
sente invencién; estas moléculas se pueden unir a un componente de residuo de carbohidrato o a un agente ligador
cruzado mediante cualquier grupo reactivo disponible. Por ejemplo, los péptidos se pueden unir por medio de un
grupo amina, carboxilo, sulfhidrilo, o hidroxilo reactivo. El grupo reactivo puede hallarse en el extremo de un péptido
0 en un sitio interno en la cadena peptidica. Los acidos nucleicos se pueden unir por medio de un grupo reactivo en
una base (p.ej., amina exociclica) o un grupo hidroxilo disponible en un resto de carbohidrato (p.ej., 3'- o 5'-hidroxilo).
Las cadenas de péptido y de acido nucleico se pueden derivatizar adicionalmente en uno o mas sitios para permitir
la unidon de grupos reactivos adecuados en la cadena. Véase, Chrisey et al. Nucleic Acids Res. 24: 3031-3039
(1996).

En una realizacién preferida adicional, la biomolécula se selecciona para dirigir el péptido modificado mediante los
métodos de la invencion a un tejido especifico, por lo que se incrementa el trasporte del péptido a ese tejido respecto
de la cantidad de péptido sin derivatizar que se transporta al tejido. En otra realizacion preferida, la cantidad de pép-
tido derivatizado transportado a un tejido especifico en un periodo de tiempo seleccionado se incrementa mediante
la derivatizacion de al menos alrededor del 20%, mas preferiblemente, al menos alrededor del 40%, y mas preferi-
blemente todavia, al menos alrededor del 100%. En la actualidad, las biomoléculas preferidas para las aplicaciones
de seleccion de objetivos incluyen los anticuerpos, hormonas y ligandos para receptores de la superficie celular.

En una realizaciéon ejemplar adicional, se proporciona un conjugado con biotina. Asi, por ejemplo, se elabora un
péptido biotinilado de manera selectiva mediante la unién de un resto de avidina o estreptavidina que alberga uno o
mas grupos modificadores.

Restos Terapéuticos

En otra realizaciéon preferida, el carbohidrato modificado incluye un resto terapéutico. Los expertos en la técnica
apreciaran que existe una coincidencia parcial entre la categoria de restos terapéuticos y biomoléculas; muchas
biomoléculas tienen propiedades o potencial terapéutico.

Los restos terapéuticos pueden ser agentes ya aceptados para el uso clinico, o pueden ser farmacos cuyo uso es
experimental, o cuya actividad o mecanismo de accién se esta investigando. Los restos terapéuticos pueden tener
una accion demostrada en un estado patoldgico dado, o se puede haber hecho solamente la hipétesis de que mues-
tren una accion deseable en un estado patolégico dado. En una realizacion preferida, los restos terapéuticos son
compuestos que se estan cribando en funcion de su capacidad de interaccionar con un tejido de eleccidn. Los restos
terapéuticos, que son utiles en la practica de la presente invencion, incluyen farmacos de un amplio intervalo de
clases de farmacos que tienen una diversidad de actividades farmacoldgicas. Los restos terapéuticos preferidos son
esencialmente no fluorescentes, o emiten tal cantidad minima de fluorescencia que son inadecuados para el uso
como marcador fluorescente en un ensayo. Ademas, se prefiere usar restos terapéuticos que no sean carbohidratos.
Una excepcion a esta preferencia es el uso de un carbohidrato que se modifica mediante la unién covalente de otra
entidad, tal como un PEG, biomolécula, resto terapéutico, resto de diagnostico y similares. En otra realizacién ejem-
plar, se conjuga un resto de carbohidrato terapéutico a un brazo ligador y el casete carbohidrato-brazo ligador se
conjuga posteriormente a un péptido por medio de un método de la invencién.

Los expertos en la técnica conocen los métodos para la conjugacion de agentes terapéuticos y de diagndstico a
otras especies diversas. Véase, por ejemplo, Hermanson, BIOCONJUGATE TECHNIQUES, Academic Press, San
Diego, 1996; y Dunn et al., Eds. POLYMERIC DRUGS AND DRUG DELIVERY SYSTEMS, ACS Symposium Series
Vol. 469, American Chemical Society, Washington, D.C. 1991.

En una realizacion ejemplar, el resto terapéutico se une al carbohidrato modificado por medio de una unién que se
escinde en condiciones seleccionadas. Las condiciones ejemplares incluyen, pero sin limitacion, un pH seleccionado
(p-€j., estdbmago, intestino, vacuola endocitica), la presencia de una enzima activa (p.ej., esterasa, reductasa, oxi-
dasa), luz, calor y similares. Se conocen muchos grupos escindibles en la técnica. Véase, por ejemplo, Jung et al.,
Biochem. Biophys. Acta, 761: 152-162 (1983); Joshi et al., J. Biol. Chem., 265: 14518-14525 (1990); Zarling et al., J.
Immunol., 124: 913-920 (1980); Bouizar et al., Eur. J. Biochem., 155: 141-147 (1986), Park et al., J. Biol. chem.,
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1261: 205-210 (1986); Browning et al., J. Immunol., 143: 1859-1867 (1989).

Las clases de restos terapéuticos utiles incluyen, por ejemplo, farmacos antiinflamatorios no esteroideos (NSAIDS).
Los NSAIDS se pueden seleccionar, por ejemplo, de las siguientes categorias: (p.€j., derivados de acido propidnico,
derivados de acido acético, derivados de acido fenamico, derivados de acido bifenilcarboxilico y oxicams); farmacos
antiinflamatorios esteroideos que incluyen hidrocortisona y similares; farmacos antihistaminicos (p.ej., clorfeniramina,
triprolidina); farmacos antitusivos (p.ej., dextrometorfano, codeina, caramifeno y carbetapentano); farmacos antipru-
riginosos (p.ej., metdilazina y trimeprazina); farmacos anticolinérgicos (p.ej., escopolamina, atropina, homatropina,
levodopa); farmacos anti-eméticos y anti-nausea (p.ej., ciclizina, meclizina, clorpromazina, buclizina); farmacos ano-
réxicos (p.ej., benzfetamina, fentermina, clorfentermina, fenfluramina); farmacos estimulantes centrales (p.ej., anfe-
tamina, metanfetamina, dextroanfetamina y metilfenidato); farmacos antiarritmicos (p.ej., propanolol, procainamida,
disopiramida, quinidina, encainida); farmacos bloqueantes [-adrenérgicos (p.ej., metoprolol, acebutolol, betaxolol,
labetalol y timolol); farmacos cardioténicos (p.ej., milrinona, amrinona y dobutamina); farmacos antihipertensivos
(p-€j., enalapril, clonidina, hidralazina, minoxidil, guanadrel, guanetidina); farmacos diuréticos (p.ej., amilorida e
hidroclorotiazida); farmacos vasodilatadores (p.ej., diltiazem, amiodarona, isoxsuprina, nilidrina, tolazolina y verapa-
milo); farmacos vasoconstrictores (p.ej., dihidroergotamina, ergotamina y metilsergida); farmacos antiulcera (p.ej.,
ranitidina y cimetidina); farmacos anestésicos (p.ej., lidocaina, bupivacaina, cloroprocaina, dibucaina); farmacos
antidepresivos (p.ej., imipramina, desipramina, amitriptilina, nortriptilina); farmacos tranquilizantes y sedantes (p.ej.,
clordiazepoxido, benacitizina, benzquinamida, flurazepam, hidroxizina, loxapina y promazina); farmacos antipsicéti-
cos (p.ej., clorprotixeno, flufenazina, haloperidol, molindona, tioridazina y trifluoperazina); farmacos antimicrobianos
(farmacos antibacterianos, antifingicos, antiprotozoarios y antivirales).

Los farmacos antimicrobianos que se prefieren para la incorporacién en la presente composicion incluyen, por ejem-
plo, las sales farmacéuticamente aceptables de farmacos de B-lactamas, farmacos de quinolonas, ciprofloxacino,
norfloxacino, tetraciclina, eritromicina, amikacina, triclosan, doxiciclina, capreomicina, clorhexidina, clortetraciclina,
oxitetraciclina, clindamicina, etambutol, isotionato de hexamidina, metronidazol, pentamidina, gentamicina, kanami-
cina, lineomicina, metaciclina, metenamina, minociclina, neomicina, netilmicina, paromomicina, estreptomicina, to-
bramicina, miconazol y amantadina.

Otros restos de farmacos para el uso en la presente invencion incluyen los farmacos antineoplasicos (p.ej., antian-
drégenos (p.ej., leuprolida o flutamida), agentes citocidas (p.ej., adriamicina, doxorrubicina, taxol, ciclofosfamida,
busulfano, cisplatino, B-2-interferén) anti-estrogenos (p.ej., tamoxifeno), antimetabolitos (p.ej., fluorouracilo, meto-
trexato, mercaptopurina, tioguanina). También se incluyen dentro de esta clase los agentes basados en radioiséto-
pos tanto para el diagnéstico como para la terapia, y las toxinas conjugadas, tales como ricina, geldanamicina, mi-
tansina, CC-1065, las duocarmicinas, caliqueamicina y las estructuras relacionadas y los analogos de los mismos.

El resto terapéutico también puede ser una hormona (p.ej., medroxiprogesterona, estradiol, leuprolida, megestrol,
octredtido o somatostatina); farmacos relajantes musculares (p.ej., cinamedrina, ciclobenzaprina, flavoxato, orfena-
drina, papaverina, mebeverina, idaverina, ritodrina, difenoxilato, dantroleno y azumoleno); farmacos antiespasmadi-
cos; farmacos oseo-activos (p.ej., compuestos farmacoldgicos de difosfonato y fosfonoalquilfosfinato); farmacos
moduladores endocrinos (p.ej., anticonceptivos (p.ej., etinodiol, etinil estradiol, noretindrona, mestranol, desogestrel,
medroxiprogesterona), moduladores de la diabetes (p.ej., gliburida o clorpropamida), farmacos anabdlicos, tales
como testolactona o estanozolol, andrégenos (p.ej., metiltestosterona, testosterona o fluoximesterona), antidiuréticos
(p.€j., desmopresina) y calcitoninas).

También son utiles en la presente invencion los estrégenos (p.ej., dietilestilbesterol), los glucocorticoides (p.ej.,
triamcinolona, betametasona, etc.) y progestagenos, tales como noretindrona, etinodiol, noretindrona, levonorgestrel;
agentes tiroideos (p.gj., liotironina o levotiroxina) o agentes anti-tiroideos (p.ej., metimazol); farmacos antihiperpro-
lactinémicos (p.ej., cabergolina); y también se pueden emplear inhibidores de hormonas (p.ej., danazol o goserelina),
agentes oxitdcicos (p.ej., metilergonovina u oxitocina) y prostaglandinas, tales como mioprostol, alprostadil o dino-
prostona.

Otros grupos modificadores utiles incluyen los farmacos inmunomoduladores (p.ej., antihistaminas, estabilizadores
de mastocitos, tales como lodoxamida y/o cromolina, esteroides (p.ej., triamcinolona, beclometazona, cortisona,
dexametasona, prednisolona, metilprednisolona, beclometasona, o clobetasol), antagonistas de histamina H2 (p.ej.,
famotidina, cimetidina, ranitidina), inmunosupresores (p.ej., azatioprina, ciclosporina), etc. También son utiles los
grupos con actividad antiinflamatoria, tales como sulindac, etodolac, cetoprofeno y cetorolac. Otros farmacos utiles
junto con la presente invencién seran evidentes para los expertos en la técnica.

Preparacion de Carbohidratos Modificados

En general, el resto de carbohidrato y el grupo modificador se unen por medio del uso de grupos reactivos, que se
transforman generalmente mediante el procedimiento de unién hasta un grupo funcional organico nuevo o especie
que no es reactiva en las condiciones fisiolégicas relevantes. El/los grupo(s) funcional(es) reactivo(s) del carbohi-
drato se localiza(n) en cualquier posicion del resto de carbohidrato. Los grupos reactivos y clases de reacciones
utiles en la practica de la presente invencidén son generalmente aquellos que se conocen bien en la técnica de la
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quimica de bioconjugados. Las clases de reacciones preferidas actualmente disponibles con restos de carbohidratos
reactivos son aquellas que se desarrollan en condiciones relativamente suaves. Estas incluyen, pero sin limitacion,
las sustituciones nucledfilas (p.ej., reacciones de aminas y alcoholes con haluros de acilo, ésteres activos), las sus-
tituciones electréfilas (p.ej., reacciones de enaminas) y adiciones a enlaces multiples carbono-carbono y carbono-
heteroatomo (p.ej., reaccion de Michael, adicion de Diels-Alder). Estas y otras reacciones utiles se discuten, por
ejemplo, en March, ADVANCED ORGANIC CHEMISTRY, 3% Ed., John Wiley & Sons, Nueva York, 1985;
Hermanson, BIOCONJUGATE TECHNIQUES, Academic Press, San Diego, 1996; y Feeney et al., MODIFICATION
OF PROTEINS; Advances in Chemistry Series, Vol. 198, American Chemical Society, Washington, D.C., 1982.

Los grupos funcionales reactivos Utiles que penden de un nucleo de carbohidrato o grupo modificador incluyen, pero
sin limitacion:

(a) grupos carboxilo y diversos derivados de los mismos que incluyen, pero sin limitacidon, ésteres de N-
hidroxisuccinimida, ésteres de N-hidroxibenztriazol, haluros de acido, acil imidazoles, tioésteres, ésteres de
p-nitrofenilo, ésteres de alquilo, alquenilo, alquinilo y ésteres aromaticos;

(b) grupos hidroxilo, que se pueden convertir, p.ej., en ésteres, éteres, aldehidos, etc.

(c) grupos haloalquilo, en los que el haluro se puede desplazar mas tarde con un grupo nucledfilo tal como, por
ejemplo, una amina, un ién carboxilato, anion tiol, carbanién, o un ién alcéxido, por lo que se da como re-
sultado la unién covalente de un grupo nuevo al grupo funcional del atomo de halégeno;

(d) grupos diendfilos, que son capaces de participar en reacciones de Diels-Alder tales como, por ejemplo, gru-
pos maleimido;

(e) grupos aldehido o cetona, de forma que la derivatizacion posterior es posible a través de la formacion de
derivados de carbonilo tales como, por ejemplo, iminas, hidrazonas, semicarbazonas u oximas, o a través
de mecanismos tales como la adicion de Grignard o la adicion de alquil-litio;

(f) grupos de haluro de sulfonilo para la reaccion posterior con aminas, por ejemplo, para formar sulfonamidas;

(g) grupos tiol, que se pueden convertir, por ejemplo, en disulfuro o que se pueden hacer reaccionar con halu-
ros de acilo;

(h) grupos amina o sulfhidrilo, que, por ejemplo, se pueden acilar, alquilar u oxidar;
(i) alquenos, que, por ejemplo, se pueden someter a cicloadiciones, acilacion, adicion de Michael, etc.; y
(j) epodxidos, que pueden reaccionar, por ejemplo, con aminas y compuestos hidroxilo.

Los grupos funcionales reactivos se pueden elegir de manera que no participen, o interfieran, en las reacciones
necesarias para construir el nucleo del carbohidrato reactivo o el grupo modificador. De manera alternativa, un grupo
funcional reactivo se puede proteger de la participacion en la reaccion mediante la presencia de un grupo protector.
Los expertos en la técnica entienden como proteger un grupo funcional particular de manera que no interfiera con un
grupo elegido de condiciones de reaccion. Para ejemplos de grupos protectores, véase, por ejemplo, Greene et al.,
PROTECTIVE GROUPS IN ORGANIC SYNTHESIS, John Wiley & Sons, Nueva York, 1991.

En la discusion siguiente, se exponen varios ejemplos especificos de carbohidratos modificados que son utiles en la
practica de la presente invencion. En las realizaciones ejemplares, se utiliza un derivado de acido sialico como nu-
cleo de carbohidrato al que se une el grupo modificador. El foco de la discusion sobre los derivados de acido sialico
es por motivos de claridad de ilustracién unicamente, y no se deberia considerar como limitante del alcance de la
invencién. Los expertos en la técnica apreciaran que se pueden activar una diversidad de otros restos de carbohi-
drato y derivatizarlos de una manera analoga a la expuesta mediante el uso de acido sialico como ejemplo. Por
ejemplo, hay disponibles numerosos métodos para la modificacién de galactosa, glucosa, N-acetilgalactosamina y
fucosa, por nombrar unos cuantos sustratos de carbohidratos, que se modifican facilmente mediante métodos reco-
nocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Elhalabi et al., Curr. Med. Chem. 6: 93 (1999); y Schafer et al., J. Org.
Chem. 65: 24 (2000)).

En una realizaciéon ejemplar, el péptido que se modifica mediante un método de la invencion es un glicopéptido que
se produce en células procariéticas (p.ej., E.coli), células eucaridticas que incluyen levaduras y células mamiferas
(p-€j., células CHO), o en un animal transgénico, y asi, contiene cadenas de oligosacaridos unidas en N y/o O que
estan sialiladas de manera incompleta. Las cadenas de oligosacaridos del glicopéptido que carece de acido sialico y
que contiene un residuo de galactosa terminal se pueden PEG-ilar, PPG-ilar o modificar de otra manera con un acido
sialico modificado.

El derivado ejemplar de PEG-acido sialico incluye:
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—CHs

en el que L es un resto ligador de alquilo sustituido o sin sustituir o de heteroalquilo sustituido o sin sustituir que une
el resto de acido sidlico y el resto de PEG, y "n" es 1 o mayor; y

5 en el que el indice "s" representa un nimero entero de 0 a 20, y "n" es 1 0 mayor.

En el Esquema 4, el amino glicésido 1 se trata con el éster activo de un derivado de aminoacido protegido (p.€j.,
glicina), por lo que se convierte el residuo de amina del carbohidrato en el aducto de amida-aminoacido protegido
correspondiente. El aducto se trata con una aldolasa para formar el a-hidroxi carboxilato 2. EI compuesto 2 se con-
vierte en el derivado de CMP correspondiente mediante la accién de una CMP-SA sintetasa, seguido de hidrogena-

10 cién catalitica del derivado de CMP para producir el compuesto 3. La amina introducida por medio de la formacion
del aducto de glicina se utiliza como lugar para la unién de PEG haciendo reaccionar el compuesto 3 con un deri-
vado de PEG o PPG activado (p.ej., PEG-C(O)NHS, PEG-OC(O)O-p-nitrofenilo), que produce especies tales como 4
0 5, respectivamente.

Esquema 4
OH 1. CMP-SA sintetasa, CTP
HO 1. Z-Glicina-NHS HO 2. Me,NH/H,0 o EtOH
NH, . OH
HO 2. NeuAc Aldolasa, piruvato HO - O O *Na
._O O
HO > Z< NH—"oH
OH ﬁ/\olr _
1 2 : NH,

NH,

CL et

o N
1] — P 0.
o0—P-o—_ 0 o—P-0

. (0] .
- Ses PEG-C-NHS HO oH G*Nm
pEGA 7 TS Jroe Ho on NH °
-C OH
\ﬁ/\n/NH OH 4 HZN/\g 3
0

’ / CMP-SA-5-NHCOCH,NH,
CMP-SA-5-NHCOCH,NH—PEG PEG-OC(0)0-pNPC

CMP-SA-5-NHCOCH,NH— C(0)O-PEG

15 5
La Tabla 1 enumera ejemplos representativos de monofosfatos de carbohidratos que se derivatizan con un resto de
PEG o PPG. Los mutantes de la hormona del crecimiento humana se pueden modificar mediante el método del
Esquema 1. Se preparan otros derivados mediante métodos reconocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Keppler
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et al., Glycobiology 11: 11R (2001); y Charter et al., Glycobiology 10: 1049 (2000)). Otros analogos de PEG y PPG
amino-reactivos estan disponibles comercialmente, o se pueden preparar mediante métodos facilmente accesibles

para los expertos en la técnica.

Tabla 1
NH,
o l \i
o——%l’-o o) °
HO oH O *Na
HO X E—o0 0"*Na HO OH
R-NH—, ©
CMP-SA-5-NH-R
NH,
I N
o
o——-P~o
0
\%j\ro Na HO OH
R-O
CMP-KDN-5-O-R NH,
o O
i *o

N
R-0 0—P=0™\°
OH O "Na
HOAE—0 0 *Na HO OH
' 0
AcNH—Z, .

CMP-NeuAc-8-O-R

NH,
‘N
o
1]
o——FlLo
HO O-R
HO S 0 +Na HO OH
AcNH
CMP-NeuAc-7-O-R - N
| B
Ao
o——-P~o
O OH
z 0"Na HO OH
AcNH

CMP-NeuAc-4-O-R

NH,

o O,

o—P-0

- P

HO on & “m

R-O & o) 0 *Na HO OH
AcNH 0

OH

CMP-NeuAc-9-O-R

NHz
N
I N
Il 0
0—7—0
NH S z
R- = 0 Na HO OH

CMP-NeuAc-9-NH-R ('{”2
Ao

R-N H 0._—P~o
OH *Na
HO =

l -
. (*) O *Na HO OH
AcNH—g,  ©

CMP-NeuAc-8-NH-R

e Y
1

O:NH-R O *Na

g 0

+,

HO 0 "Na HO OH

AcNH OH 0

CMP-NeuAc-7-NH-R NH,

\N
o]

]
o—-'l’~o
HO *Na
HO *

0 Na HO OH
AcNH

"'IIIO

NH- R
CMP-NeuAc-4-NH-R

Los fosfatos de carbohidratos modificados Utiles en la practica de la presente invencién se pueden sustituir en otras
posiciones, asi como en las expuestas anteriormente. Las sustituciones preferidas actualmente del acido sialico se

exponen en la Férmula I
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en la que X es un grupo ligador, que se selecciona preferiblemente de -O-, -N(H)-, -S, CHaz-, y - N(R)2, en la que cada
R es un miembro seleccionado independientemente de R'-R°. Los simbolos Y, Z, A y B representan cada uno un
grupo que se selecciona del grupo expuesto anteriormente para la identidad de X. X, Y, Z, A y B se seleccionan cada
uno independientemente y, por lo tanto, pueden ser iguales o diferentes. Los simbolos R1, RZ, Ra, R4, y R® repre-
sentan H, un polimero hidrosoluble, resto terapéutico, biomolécula u otro resto. De manera alternativa, estos simbo-
los representan un ligador que se une a un polimero hidrosoluble, resto terapéutico, biomolécula u otro resto.

Los restos ejemplares unidos a los conjugados descritos en la presente memoria incluyen, pero sin limitacion, deri-
vados de PEG (p.ej., alquil-PEG, acil-PEG, acil-alquil-PEG, alquil-acil-PEG carbamoil-PEG, aril-PEG), derivados de
PPG (p.ej., alquil-PPG, acil-PPG, acil-alquil-PPG, alquil-acil-PPG carbamoil-PPG, aril-PPG), restos terapéuticos,
restos de diagndstico, manosa-6-fosfato, heparina, heparano, SLeyx, manosa, manosa-6-fosfato, Sialil-Lewis X, FGF,
VFGF, proteinas, condroitina, queratano, dermatano, albumina, integrinas, oligosacaridos con estructura de antena,
péptidos y similares. Los métodos para la conjugacion de los diversos grupos modificadores a un resto de sacarido
son facilmente accesibles para los expertos en la técnica (POLY (ETHYLENE GLYCOL CHEMISTRY:
BIOTECHNICAL AND BIOMEDICAL APPLICATIONS, J. Milton Harris, Ed., Plenum Pub. Corp., 1992; POLY
(ETHYLENE GLYCOL) CHEMICAL AND BIOLOGICAL APPLICATIONS, J. Milton Harris, Ed., ACS Symposium
Series No. 680, American Chemical Society, 1997; Hermanson, BIOCONJUGATE TECHNIQUES, Academic Press,
San Diego, 1996; y Dunn et al., Eds. POLYMERIC DRUGS AND DRUG DELIVERY SYSTEMS, ACS Symposium
Series Vol. 469, American Chemical Society, Washington, D.C. 1991).

Grupos Ligadores Cruzados

La preparacion del carbohidrato modificado para el uso en los métodos de la presente invencion incluye la unién de
un grupo modificador a un residuo de carbohidrato y la formacién de un aducto estable, que es un sustrato para una
glicosiltransferasa. El carbohidrato y el grupo modificador se pueden acoplar mediante un agente ligador cruzado de
orden cero o superior. Los compuestos bifuncionales ejemplares que se pueden usar para unir grupos modificadores
a restos de carbohidrato incluyen, pero sin limitacién, poli(etilenglicoles) bifuncionales, poliamidas, poliéteres, po-
liésteres y similares. Las aproximaciones generales para la unién de carbohidratos a otras moléculas se conocen en
la bibliografia. Véase, por ejemplo, Lee et al., Biochemistry 28: 1856 (1989); Bhatia et al., Anal. Biochem. 178: 408
(1989); Janda et al., J. Am. Chem. Soc. 112: 8886 (1990) y Bednarski et al., documento WO 92/18135. En la discu-
sién siguiente, los grupos reactivos se consideran favorables para el resto de carbohidrato del carbohidrato modifi-
cado naciente. El foco de la discusion es por motivos de claridad de ilustracion. Los expertos en la técnica aprecia-
ran que la discusién también es relevante para los grupos reactivos del grupo modificador.

Una estrategia ejemplar implica la incorporacion de un sulfhidrilo protegido en el carbohidrato mediante el uso del
ligador cruzado heterobifuncional SPDP (n-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato y después la desproteccion del
sulfhidrilo para la formacién de un enlace disulfuro con otro sulfhidrilo en el grupo modificador.

Si SPDP afecta perjudicialmente a la capacidad del carbohidrato modificado de actuar como un sustrato para la
glicosiltransferasa, se usa uno de una serie de otros ligadores cruzados tales como 2-iminotiolano o S-acetiltioace-
tato de N-succinimidilo (SATA) para formar un enlace disulfuro. El 2-iminotiolano reacciona con aminas primarias,
que incorporan instantaneamente un sulfhidrilo desprotegido en la molécula que contiene amina. SATA también
reacciona con aminas primarias, pero incorpora un sulfhidrilo protegido, que se desacetila mas tarde mediante el uso
de hidroxilamina para producir un sulfhidrilo libre. En cada caso, el sulfhidrilo incorporado esta libre para reaccionar
con otros sulfhidrilos o sulfhidrilos protegidos, como SPDP, por lo que se forma el enlace disulfuro necesario.

La estrategia anteriormente descrita es ejemplar, y no limitante, de los ligadores utiles en la invencién. Hay disponi-
bles otros ligadores cruzados que se pueden usar en diferentes estrategias para el ligamiento cruzado del grupo
modificador con el péptido. Por ejemplo, TPCH (S-(2-tiopiridil)-L-cistein-hidrazida) y TPMPH (S-(2-tiopiridil)mercapto-
propionohidrazida) reaccionan con restos de carbohidrato que se han oxidado previamente mediante tratamiento
suave con peryodato, por lo que forman asi un enlace hidrazona entre la porciéon de hidrazida del ligador cruzado y
los aldehidos generados por el peryodato. TPCH y TPMPH introducen un grupo sulfhidrilo protegido con 2-piridiltiona
en el carbohidrato, que se puede desproteger con DTT y usarlo posteriormente para la conjugacion, tal como me-
diante la formacion de enlaces disulfuro entre los componentes.

Si se descubre que la formacion de enlaces disulfuro es inadecuada para la produccion de carbohidratos modifica-
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dos estables, se pueden usar otros ligadores cruzados que incorporan enlaces mas estables entre los componentes.
Los ligadores cruzados heterobifuncionales GMBS (N-gamma-malimidobutiriloxi)succinimida) y SMCC (succinimidil-
4-(N-maleimido-metil)ciclohexano) reaccionan con las aminas primarias, por lo que introducen un grupo maleimida
en el componente. El grupo maleimida puede reaccionar posteriormente con sulfhidrilos del otro componente, que se
pueden introducir mediante los ligadores cruzados mencionados previamente, por lo que se forma un enlace tioéter
estable entre los componentes. Si el impedimento estérico entre componentes interfiere con la actividad del compo-
nente o con la capacidad del carbohidrato modificado de actuar como sustrato para la glicosiltransferasa, se pueden
usar ligadores cruzados que introducen brazos espaciadores largos entre los componentes y que incluyen derivados
de algunos de los ligadores cruzados mencionados previamente (es decir, SPDP). Asi, existe gran abundancia de
ligadores cruzados adecuados, que son utiles y que se seleccionan dependiendo del efecto que tienen sobre la
produccién 6ptima del conjugado peptidico y del carbohidrato modificado.

Se usa una diversidad de reactivos para modificar los componentes del carbohidrato modificado con uniones cruza-
das quimicas intramoleculares (para revisiones de los reactivos de ligadura cruzada y de procedimientos de ligadura
cruzada véase: Wold, F., Meth. Enzymol. 25: 623-651, 1972; Weetall, H. H., y Cooney, D. A., En: ENZYMES AS
DRUGS. (Holcenberg, y Roberts, eds.) pags. 395-442, Wiley, Nueva York, 1981; Ji, T. H., Meth. Enzymol. 91: 580-
609, 1983; Mattson et al., Mol. Biol. Rep. 17: 167-183, 1993, todos los cuales se incorporan en la presente memoria
como referencia). Los reactivos de ligadura cruzada preferidos derivan de diversos reactivos de ligadura cruzada de
longitud cero, homobifuncionales y heterobifuncionales. Los reactivos de ligadura cruzada de longitud cero incluyen
la conjugacioén directa de dos grupos quimicos intrinsecos sin la introduccion de material extrinseco. Los agentes
que catalizan la formacién de un enlace disulfuro pertenecen a esta categoria. Otro ejemplo son los reactivos que
inducen la condensacién de un carboxilo y de un grupo amino primario para formar un enlace amida, tales como
carbodiimidas, cloroformiato de etilo, reactivo K de Woodward (3'-sulfonato de 2-etil-5-fenilisoxazolio), y carbonildii-
midazol. Ademas de estos reactivos quimicos, la enzima transglutaminasa (glutamil-péptido y-glutamiltransferasa;
EC 2.3.2.13) se puede usar como reactivo ligador cruzado de longitud cero. Esta enzima cataliza reacciones de
transferencia de acilo en grupos carboxamida de residuos de glutaminilo unidos a proteinas, normalmente con un
grupo amino primario como sustrato. Los reactivos homo- y hetero-bifuncionales preferidos contienen dos sitios
idénticos o dos sitios diferentes, respectivamente, que pueden ser reactivos para grupos amino, sulfhidrilo, guani-
dino, indol, o inespecificos.

Grupos Amino-Reactivos

En una realizacion preferida, los sitios del ligador cruzado son grupos amino-reactivos. Los ejemplos no limitantes
utiles de grupos amino-reactivos incluyen ésteres de carbonato, ésteres de N-hidroxisuccinimida (NHS), imidoéste-
res, isocianatos, acilhaluros, arilazidas, ésteres de p-nitrofenilo, aldehidos, y cloruros de sulfonilo.

Los ésteres de NHS reaccionan de manera preferente con los grupos amino primarios (que incluyen los grupos aro-
maticos) de un componente de carbohidrato modificado. Se sabe que los grupos imidazol de las histidinas compiten
con las aminas primarias por la reaccion, pero los productos de la reaccién son inestables y se hidrolizan facilmente.
La reaccién implica el ataque nucledfilo de una amina en el carboxilo del acido de un éster de NHS para formar una
amida, liberando la N-hidroxisuccinimida. Asi, se pierde la carga positiva del grupo amino original.

Los imidoésteres son los reactivos acilantes mas especificos para la reaccion con los grupos amina de los compo-
nentes de carbohidratos modificados. A un pH entre 7 y 10, los imidoésteres reaccionan solamente con las aminas
primarias. Las aminas primarias atacan los imidatos de manera nucledfila para producir un intermedio que se des-
compone hasta amidina a pH elevado o hasta un imidato nuevo a pH bajo. El imidato nuevo puede reaccionar con
otra amina primaria, por lo que liga de forma cruzada dos grupos amino, un caso de un imidato supuestamente mo-
nofuncional que reacciona de forma bifuncional. El producto principal de la reaccién con aminas primarias es una
amidina que es una base mas fuerte que la amina original. Por lo tanto, se conserva la carga positiva del grupo
amino original.

Los isocianatos (e isotiocianatos) reaccionan con las aminas primarias de los componentes de carbohidratos modifi-
cados para formar enlaces estables. Sus reacciones con grupos sulfhidrilo, imidazol, y tirosilo proporcionan produc-
tos relativamente inestables.

Las acilazidas se usan también como reactivos especificos de aminas, en los que las aminas nucledfilas del compo-
nente de afinidad atacan grupos carboxilo acidos en condiciones ligeramente alcalinas, p.ej. pH 8,5.

Los haluros de arilo, tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno, reaccionan de manera preferente con los grupos
amino y los grupos fendlicos de tirosina de los componentes de carbohidratos modificados, pero también con los
grupos sulfhidrilo e imidazol.

Los ésteres de p-nitrofenilo de acidos mono- y dicarboxilicos también son grupos amino-reactivos utiles. Aunque la
especificidad del reactivo no es muy elevada, los grupos a- y €e-amino parecen reaccionar mas rapidamente.

Los aldehidos tales como glutaraldehido reaccionan con las aminas primarias del carbohidrato modificado. Aunque
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se forman bases de Schiff inestables tras la reaccion de los grupos amino con los grupos aldehido de los aldehidos,
el glutaraldehido es capaz de modificar el carbohidrato modificado con ligaduras cruzadas estables. A pH 6-8, el pH
de las condiciones tipicas de ligadura cruzada, los polimeros ciclicos experimentan una deshidratacion para formar
polimeros de aldehido a-f insaturados. Las bases de Schiff, sin embargo, son estables, cuando se conjugan a otro
enlace doble. La interaccién resonante de ambos enlaces dobles impide la hidrélisis de la uniéon de Schiff. Ademas,
las aminas a concentraciones locales elevadas pueden atacar el enlace doble etilénico para formar un producto de
adicion de Michael estable.

Los cloruros de sulfonilo aromaticos reaccionan con una diversidad de sitios de los componentes del carbohidrato
modificado, pero la reaccidn con los grupos amino es la mas importante, y da como resultado una union sulfonamida
estable.

Grupos Sulfhidril-Reactivos

En ofra realizacion preferida, los sitios son grupos sulfhidril-reactivos. Los ejemplos utiles, no limitantes de grupos
sulfhidril-reactivos incluyen maleimidas, haluros de alquilo, disulfuros de piridilo, y tioftalimidas.

Las maleimidas reaccionan de manera preferente con el grupo sulfhidrilo de los componentes del carbohidrato modi-
ficado para formar enlaces tioéter estables. También reaccionan a una velocidad mucho mas lenta con grupos amino
primarios y los grupos imidazol de las histidinas. Sin embargo, a pH 7 el grupo maleimida se puede considerar un
grupo especifico de sulfhidrilos, ya que a este pH la velocidad de reacciéon de los tioles simples es 1000 veces mayor
que la de la amina correspondiente.

Los haluros de alquilo reaccionan con grupos sulfhidrilo, sulfuros, imidazoles, y grupos amino. A un pH neutro a
ligeramente alcalino, sin embargo, los haluros de alquilo reaccionan principalmente con grupos sulfhidrilo para for-
mar enlaces tioéter estables. A un pH mas elevado, esta favorecida la reaccién con los grupos amino.

Los disulfuros de piridilo reaccionan con sulfhidrilos libres por medio del intercambio de disulfuro para proporcionar
disulfuros mixtos. Como resultado, los disulfuros de piridilo son los grupos sulfhidril-reactivos mas especificos.

Las tioftalimidas reaccionan con grupos sulfhidrilo libres para formar disulfuros.
Residuo Carboxil-Reactivo

En otra realizacion, se usan carbodiimidas solubles tanto en agua como en disolventes organicos, como reactivos
carboxil-reactivos. Estos compuestos reaccionan con grupos carboxilo libres formando una pseudourea que después
se puede acoplar a las aminas disponibles, por lo que se produce una unién amida. Se ensefia cémo modificar un
grupo carboxilo con carbodiimida (Yamada et al., Biochemistry 20: 4836-4842, 1981).

Ademas del uso de restos reactivos especificos de sitio, la presente invencién contempla el uso de grupos reactivos
inespecificos para unir el carbohidrato al grupo modificador. Los ligadores cruzados inespecificos ejemplares inclu-
yen grupos fotoactivables, completamente inertes en la oscuridad, que se convierten en especies reactivas tras la
absorcion de un fotdn de energia adecuado. En una realizacion preferida, los grupos fotoactivables se seleccionan
de precursores de nitrenos generados en el calentamiento o la fotolisis de azidas. Los nitrenos deficientes de elec-
trones son extremadamente reactivos, y pueden reaccionar con una diversidad de enlaces quimicos que incluyen N-
H, O-H, C-H, y C=C. Aunque se pueden emplear tres tipos de azidas (derivados de arilo, alquilo, y acilo), actual-
mente se prefieren las arilazidas. La reactividad de las arilazidas en la fotolisis es mejor con los enlaces N-H y O-H
que con los enlaces C-H. Los arilnitrenos deficientes de electrones expanden el anillo rapidamente para formar des-
hidroazepinas, que tienden a reaccionar con nucledfilos, en vez de formar productos de insercion en C-H. La reacti-
vidad de las arilazidas se puede incrementar mediante la presencia de sustituyentes atractores de electrones tales
como grupos nitro o hidroxilo en el anillo. Tales sustituyentes llevan el maximo de absorcion de las arilazidas a una
longitud de onda mas larga. Las arilazidas sin sustituir tienen el maximo de absorcion en el intervalo de 260-280 nm,
mientras las hidroxi y nitroarilazidas absorben la luz de manera significativa mas alla de 305 nm. Por lo tanto, se
prefieren mas las hidroxi y nitroarilazidas, ya que permiten emplear condiciones de fotolisis menos perjudiciales para
el componente de afinidad que las arilazidas sin sustituir.

En otra realizaciéon preferida, los grupos fotoactivables se seleccionan de arilazidas fluoradas. Los productos de
fotolisis de las arilazidas fluoradas son arilnitrenos, todos los cuales experimentan las reacciones caracteristicas de
este grupo, que incluyen la insercion en el enlace C-H, con una eficacia elevada (Keana et al., J. Org. Chem. 55:
3640-3647, 1990).

En otra realizacion, los grupos fotoactivables se seleccionan de residuos de benzofenona. Los reactivos de benzofe-
nona proporcionan en general rendimientos de ligadura cruzada mayores que los reactivos de arilazida.

En otra realizacion, los grupos fotoactivables se seleccionan de diazo-compuestos, que forman un carbeno deficiente
de elecciones tras la fotolisis. Estos carbenos experimentan una diversidad de reacciones que incluyen la insercién
en enlaces C-H, la adicion a enlaces dobles (lo que incluye los sistemas aromaticos), la atraccion de hidrogeno y la
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coordinacion con centros nucledfilos para proporcionar los iones de carbono.

En otra realizacién, los grupos fotoactivables se seleccionan de diazopiruvatos. Por ejemplo, el éster de p-nitrofenilo
del diazopiruvato de p-nitrofenilo reacciona con aminas alifaticas para proporcionar amidas del acido diazopiravico
que se someten a fotolisis ultravioleta para formar aldehidos. El componente de afinidad modificado mediante diazo-
piruvato sometido a fotolisis reaccionara como un formaldehido o glutaraldehido que forma ligaduras cruzadas.

Ligadores cruzados homobifuncionales reactivos con aminas primarias

La sintesis, propiedades, y aplicaciones de los ligadores cruzados amino-reactivos se describen comercialmente en
la bibliografia (para revisiones de los procedimientos de ligadura cruzada y reactivos, véase lo anteriormente men-
cionado). Muchos reactivos estan disponibles (p.ej., Pierce Chemical Company, Rockford, Ill.; Sigma Chemical
Company, St. Louis, Mo.; Molecular Probes, Inc., Eugene, OR.).

Los ejemplos preferidos no limitantes de ésteres de NHS homobifuncionales incluyen glutarato de disuccinimidilo
(DSG), suberato de disuccinimidilo (DSS), bis(sulfosuccinimidil)-suberato (BS), tartrato de disuccinimidilo (DST),
tartrato de disulfosuccinimidilo (sulfo-DST), bis-2-(succinimidooxicarboniloxi)etilsulfona (BSOCOES); bis-2-(sulfosuc-
cinimidooxi-carboniloxi)etilsulfona (sulfo-BSOCOES), etilen glicol-bis(succinimidilsuccinato) (EGS), etilen glicol-
bis(sulfosuccinimidilsuccinato) (sulfo-EGS), ditiobis(succinimidil)-propionato (DSP), y ditiobis(sulfosuccinimidil)-pro-
pionato (sulfo-DSP). Los ejemplos preferidos no limitantes de imidoésteres homobifuncionales incluyen malonimidato
de dimetilo (DMM), succinimidato de dimetilo (DMSC), adipimidato de dimetilo (DMA), pimelimidato de dimetilo
(DMP), suberimidato de dimetilo (DMS), 3,3-oxidipropionimidato de dimetilo (DODP), 3,3'-(metilen-
dioxi)dipropionimidato de dimetilo (DMDP), 3,3'-(dimetilendioxi)dipropionimidato de dimetilo (DDDP), 3,3'-(tetrameti-
lendioxi)-dipropionimidato de dimetilo (DTDP), y 3,3'-ditiobispropionimidato de dimetilo (DTBP).

Los ejemplos preferidos no limitantes de isotiocianatos homobifuncionales incluyen: diisotiocianato de p-fenileno
(DITC), y acido 4,4'-diisotiociano-2,2'-disulfonico-estilbeno (DIDS).

Los ejemplos preferidos no limitantes de isocianatos homobifuncionales incluyen diisocianato de xileno, 2,4-diisocia-
nato de tolueno, 2-isocianato-4-isotiocianato de tolueno, 4,4'-diisocianato de 3-metoxidifeniimetano, diisocianato de
2,2'-dicarboxi-4,4'-azofenilo, y diisocianato de hexametileno.

Los ejemplos preferidos no limitantes de haluros de arilo homobifuncionales incluyen 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno
(DFDNB), y 4,4'-difluoro-3,3'-dinitrofenil-sulfona.

Los ejemplos preferidos no limitantes de reactivos de aldehidos alifaticos homobifuncionales incluyen glioxal, malon-
dialdehido, y glutaraldehido.

Los ejemplos preferidos no limitantes de reactivos acilantes homobifuncionales incluyen ésteres de nitrofenilo de
acidos dicarboxilicos.

Los ejemplos preferidos no limitantes de cloruros de sulfonilo aromaticos homobifuncionales incluyen cloruro de
fenol-2,4-disulfonilo, y cloruro de a-naftol-2,4-disulfonilo.

Los ejemplos preferidos no limitantes de reactivos homobifuncionales amino-reactivos adicionales incluyen biscarbo-
nato de eritritol, que reacciona con aminas para proporcionar los biscarbamatos.

Ligadores Cruzados Homobifuncionales Reactivos con Grupos Sulfhidrilo Libres

La sintesis, propiedades, y aplicaciones de tales reactivos se describen en la bibliografia (para revisiones de proce-
dimientos de ligadura cruzada y reactivos, véase lo anteriormente mencionado). Muchos de los reactivos estan dis-
ponibles comercialmente (p.ej., Pierce Chemical Company, Rockford, lll.; Sigma Chemical Company, St. Louis, Mo.;
Molecular Probes, Inc., Eugene, OR).

Los ejemplos preferidos no limitantes de maleimidas homobifuncionales incluyen bismaleimidohexano (BMH), N,N'-
(1,3-fenilen)-bismaleimida, N,N'-(1,2-fenilen)bismaleimida, azofenildimaleimida, y bis(N-maleimidometil)éter.

Los ejemplos preferidos no limitantes de sulfuros de piridilo homobifuncionales incluyen 1,4-di-3'-(2'-piridildi-
tio)propionamidobutano (DPDPB).

Los ejemplos preferidos no limitantes de haluros de alquilo homobifuncionales incluyen 2,2'-dicarboxi-4,4'-diyodoa-
cetamidoazobenceno, &cido a,a'-diyodo-p-xilenosulfénico, acido a,a'-dibromo-p-xilenosulfénico, N,N'-bis(b-bromoe-
tillbencilamina, N,N'-di(bromoacetil)fenilhidrazina, y 1,2-di(bromoacetil)amino-3-fenilpropano.

Ligadores Cruzados Fotoactivables Homobifuncionales

La sintesis, propiedades, y aplicaciones de tales reactivos se describen en la bibliografia (para revisiones de proce-
dimientos de ligadura cruzada y reactivos, véase lo anteriormente mencionado). Algunos de los reactivos estan dis-
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ponibles comercialmente (p.ej., Pierce Chemical Company, Rockford, Ill.; Sigma Chemical Company, St. Louis, Mo.;
Molecular Probes, Inc., Eugene, OR).

Los ejemplos preferidos no limitantes de ligadores cruzados fotoactivables homobifuncionales incluyen disulfuro de
bis-B-(4-azidosalicilamido)etilo (BASED), S,S-didxido de di-N-(2-nitro-4-azidofenil)-cistamina (DNCO), y 4,4'-ditiobis-
fenilazida.

Reactivos Heterobifuncionales Amino-Reactivos con un Resto de Disulfuro de Piridilo

La sintesis, propiedades, y aplicaciones de tales reactivos se describen en la bibliografia (para revisiones de proce-
dimientos de ligadura cruzada y reactivos, véase lo anteriormente mencionado). Muchos de los reactivos estan dis-
ponibles comercialmente (p.ej., Pierce Chemical Company, Rockford, lll.; Sigma Chemical Company, St. Louis, Mo.;
Molecular Probes, Inc., Eugene, OR).

Los ejemplos no limitantes de reactivos heterobifuncionales con un resto de disulfuro de piridilo y un éster de NHS
amino-reactivo incluyen 3-(2-piridilditio)propionato de N-succinimidilo (SPDP), 6-3-(2-piridildi-
tio)propionamidohexanoato de succinimidilo (LC-SPDP), 6-3-(2-piridilditio)propionamidohexanoato de sulfosuccinimi-
dilo (sulfo-LCSPDP), 4-succinimidiloxicarbonil-a-metil-a-(2-piridilditio)tolueno (SMPT), y 6-a-metil-a-(2-piridildi-
tio)toluamidohexanoato de sulfosuccinimidilo (sulfo-LC-SMPT).

Reactivos Heterobifuncionales Amino-Reactivos con un Resto de Maleimida

La sintesis, propiedades, y aplicaciones de tales reactivos se describen en la bibliografia. Los ejemplos preferidos no
limitantes de reactivos heterobifuncionales con un resto de maleimida y un éster de NHS amino-reactivo incluyen
maleimidilacetato de succinimidilo (AMAS), 3-maleimidilpropionato de succinimidilo (BMPS), éster de N-y-maleimi-
dobutiriloxisuccinimida (GMBS), éster de N-y-maleimidobutiriloxisulfo-succinimida (sulfo-GMBS), 6-maleimidilhexa-
noato de succinimidilo (EMCS), 3-maleimidilbenzoato de succinimidilo (SMB), éster de m-maleimidobenzoil-N-
hidroxisuccinimida (MBS), éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo-MBS), 4-(N-maleimidome-
til)-ciclohexano-1-carboxilato de succinimidilo (SMCC), 4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de sulfosucci-
nimidilo (sulfo-SMCC), 4-(p-maleimidofenil)butirato de succinimidilo (SMPB), y 4-(p-maleimidofenil)butirato de sulfo-
succinimidilo (sulfo-SMPB).

Reactivos Heterobifuncionales Amino-Reactivos con un Resto de Haluro de Alquilo

La sintesis, propiedades, y aplicaciones de tales reactivos se describen en la bibliografia. Los ejemplos preferidos no
limitantes de reactivos heterobifuncionales con un resto de haluro de alquilo y un éster de NHS amino-reactivo inclu-
yen (4-yodoacetil)aminobenzoato de N-succinimidilo (SIAB), (4-yodoacetil)aminobenzoato de sulfosuccinimidilo
(sulfo-SIAB), 6-(yodoacetil)Jaminohexanoato de succinimidilo (SIAX), 6-(6-((yodoacetil)-
amino)hexanoilamino)hexanoato de succinimidilo (SIAXX), 6-(((4-(yodoacetil)-amino)-metil)-ciclohexano-1-carbo-
nil)aminohexanoato de succinimidilo (SIACX), y 4-((yodoacetil)-amino)metilciclohexano-1-carboxilato de succinimidilo
(SIAC).

Un ejemplo preferido de un reactivo heterobifuncional con un éster de NHS amino-reactivo y un resto de dihaluro de
alquilo es 2,3-dibromopropionato de N-hidroxisuccinimidilo (SDBP). SDBP introduce ligaduras cruzadas intramole-
culares en el componente de afinidad mediante la conjugacién de sus grupos amino. La reactividad del resto de
dibromopropionilo hacia los grupos amina primarios se controla mediante la temperatura de la reacciéon (McKenzie et
al., Protein Chem. 7: 581-592 (1988)).

Los ejemplos preferidos no limitantes de reactivos heterobifuncionales con un resto de haluro de alquilo y un éster de
p-nitrofenilo amino-reactivo incluyen el yodoacetato de p-nitrofenilo (NPIA).

Los expertos en la técnica conocen otros agentes de ligadura cruzada. Véase, por ejemplo, Pomato et al., patente de
EE.UU. n° 5.965.106. Dentro de la capacidad de un experto en la técnica esta elegir un agente de ligadura cruzada
adecuado para una aplicacion particular.

Grupos Ligadores Escindibles

En una realizacién adicional, el grupo ligador esté provisto de un grupo que se puede escindir para liberar el grupo
modificador del residuo de carbohidrato. Se conocen muchos grupos escindibles en la técnica. Véase, por ejemplo,
Jung et al., Biochem. Biophys. Acta 761: 152-162 (1983); Joshi et al., J. Biol. Chem. 265: 14518-14525 (1990);
Zarling et al., J. Immunol. 124: 913-920 (1980); Bouizar et al., Eur. J. Biochem. 155: 141-147 (1986); Park et al., J.
Biol. Chem. 261: 205-210 (1986); Browning et al., J. Immunol. 143: 1859-1867 (1989). Ademas, una amplia diversi-
dad de grupos ligadores escindibles bifuncionales (tanto homo- como hetero-bifuncionales) estan disponibles comer-
cialmente de proveedores tales como Pierce.

Los restos escindibles ejemplares se pueden escindir mediante el uso de luz, calor o reactivos tales como tioles,
hidroxilamina, bases, peryodato y similares. Ademas, ciertos grupos preferidos se escinden in vivo en respuesta a
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haber sido endocitados (p.€j., cis-aconitilo; véase, Shen et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 102: 1048 (1991)).
Los grupos escindibles preferidos comprenden un resto escindible que es un miembro seleccionado del grupo que
consiste en grupos disulfuro, éster, imida, carbonato, nitrobencilo, fenacilo y benzoina.

Conjugaciéon de Carbohidratos Modificados a Péptidos

Los carbohidratos modificados se conjugan a un péptido glicosilado o sin glicosilar mediante el uso de una enzima
adecuada para mediar en la conjugacion. Preferiblemente, las concentraciones de el/los carbohidrato(s) donante(s)
modificado(s), enzima(s) y péptido(s) aceptor(es) se seleccionan de tal manera que la glicosilaciéon continda hasta
que se consume el aceptor. Las consideraciones discutidas mas adelante, aunque se exponen en el contexto de una
sialiltransferasa, son aplicables en general a otras reacciones de glicosiltransferasas.

Se conocen varios métodos de uso de glicosiltransferasas para sintetizar estructuras de oligosacaridos deseadas, y
son aplicables en general a la presente invencion. Los métodos ejemplares se describen, por ejemplo, en el docu-
mento WO 96/32491, Ito et al., Pure Appl. Chem. 65: 753 (1993), y en las pat. de EE.UU. n°s 5.352.670, 5.374.541,
y 5.545.553.

La presente invencion se pone en practica mediante el uso de una unica glicosiltransferasa o una combinacion de
glicosiltransferasas. Por ejemplo, se puede usar una combinacion de una sialiltransferasa y una galactosiltransfe-
rasa. En las realizaciones que usan mas de una enzima, las enzimas y sustratos se combinan preferiblemente en
una mezcla de reaccion inicial, o las enzimas y reactivos para una segunda reaccion enzimatica se afiaden al medio
de reaccion una vez que la primera reaccion enzimatica se ha completado o casi se ha completado. Llevando a cabo
dos reacciones enzimaticas secuencialmente en un Unico recipiente, los rendimientos globales mejoran respecto de
los procedimientos en los que se aisla una especie intermedia. Ademas, se reduce la limpieza y eliminacion de los
disolventes y subproductos adicionales.

En una realizacion preferida, la primera y la segunda enzima son una glicosiltransferasa. En otra realizacion prefe-
rida, una enzima es una endoglicosidasa. En una realizacion preferida adicional, se usan mas de dos enzimas para
construir la glicoproteina modificada de la invencion. Las enzimas se usan para alterar una estructura de sacarido en
el péptido en cualquier punto antes o después de la adicion del carbohidrato modificado al péptido.

En otra realizacion, el método utiliza una o mas exo- o endoglicosidasas. La glicosidasa es generalmente un mu-
tante, que se modifica para formar enlaces glicosilo en vez de escindirlos. La glicanasa mutante incluye en general
una sustitucién de un residuo de aminoacido por un residuo de aminoacido acido en el sitio activo. Por ejemplo,
cuando la endoglicanasa es endo-H, los residuos del sitio activo sustituidos seran en general Asp en la posiciéon 130,
Glu en la posicion 132 o una combinacion de los mismos. Los aminoacidos se sustituyen en general con serina,
alanina, asparagina, o glutamina.

La enzima mutante cataliza la reaccidon, normalmente mediante una etapa de sintesis que es analoga a la reaccion
inversa de la etapa de hidrdlisis de la endoglicanasa. En estas realizaciones, la molécula donante de glicosilo (p.€j.,
una estructura de oligo- o mono-sacarido deseada) contiene un grupo saliente, y la reaccidon se desarrolla con la
adicion de la molécula donante en un residuo de GIcNAc de la proteina. Por ejemplo, el grupo saliente puede ser un
halégeno, tal como fluoruro. En otras realizaciones, el grupo saliente es una Asn, o un resto Asn-péptido. En otras
realizaciones adicionales, el residuo de GIcNAc de la molécula donante de glicosilo esta modificado. Por ejemplo, el
residuo de GIcNAc puede comprender un resto de 1,2-oxazolina.

En una realizacion preferida, cada una de las enzimas utilizadas para producir un conjugado de la invencion estan
presentes en una cantidad catalitica. La cantidad catalitica de una enzima particular varia segun la concentracion del
sustrato de esa enzima, asi como segun las condiciones de reaccion, tales como la temperatura, el tiempo y el valor
del pH. Los medios para determinar la cantidad catalitica para una enzima dada a concentraciones de sustrato y
condiciones de reaccion preseleccionadas son muy conocidos para los expertos en la técnica.

La temperatura a la que se lleva a cabo el proceso anterior puede oscilar desde justo por encima de la temperatura
de congelacion hasta la temperatura a la que la enzima mas sensible se desnaturaliza. Los intervalos de tempera-
tura preferidos son de alrededor de 0 °C a alrededor de 55 °C, y mas preferiblemente alrededor de 20 °C a alrededor
de 30 °C. En ofra realizacién ejemplar, uno o mas componentes del método presente se llevan a cabo a una tempe-
ratura elevada mediante el uso de la enzima termdfila.

La mezcla de reaccion se mantiene durante un periodo de tiempo suficiente para que el aceptor se glicosile, por lo
que se forma el conjugado deseado. Algunos de los conjugados se pueden detectar a menudo tras unas cuantas
horas, con cantidades recuperables que se obtienen normalmente en 24 horas o0 menos. Los expertos en la técnica
entienden que la velocidad de la reaccién depende de varios factores variables (p.e€j., la concentracion de la enzima,
la concentracion del donante, la concentracion del aceptor, la temperatura, el volumen del disolvente), que se optimi-
zan para un sistema seleccionado.

La presente invencién también prevé la produccion a escala industrial de los péptidos modificados. Tal como se usa
en la presente memoria, una escala industrial produce en general al menos alrededor de 250 mg, preferiblemente al
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menos alrededor de 500 mg, y mas preferiblemente al menos alrededor de 1 gramo de conjugado purificado, aca-
bado, preferiblemente tras un ciclo de reaccion simple, es decir, el conjugado no es una combinacién de los produc-
tos de reaccion de ciclos de sintesis idénticos, repetidos de manera consecutiva.

En la discusion siguiente, la invencion se ejemplifica mediante la conjugacién de restos de acido sialico modificados
a un péptido glicosilado. El acido sialico modificado ejemplar esta marcado con m-PEG. El foco de la discusion si-
guiente en el uso de PEG-4cido sidlico modificado y péptidos glicosilados es por motivos de claridad de ilustracién, y
no pretende implicar que la invencién se limite a la conjugacién de estas dos moléculas. Un experto entiende que la
discusién es aplicable en general a las adiciones de restos de glicosilo modificados diferentes de acido sialico. Ade-
mas, la discusion es igualmente aplicable a la modificacion de una unidad de glicosilo con agentes diferentes de m-
PEG, que incluyen otros polimeros hidrosolubles, restos terapéuticos, y biomoléculas.

Se puede usar una aproximacion enzimatica para la introduccion selectiva de carbohidratos m-PEG-ilado o m-PPG-
ilado en un péptido o glicopéptido. EI método utiliza carbohidratos modificados que contienen PEG, PPG, o un grupo
funcional reactivo protegido, y se combina con la glicosiltransferasa o glicosintasa adecuada. Mediante la seleccion
de la glicosiltransferasa que producira la unién de carbohidrato deseada vy la utilizacion del carbohidrato modificado
como sustrato donante, el PEG o PPG se puede introducir directamente en el esqueleto del péptido, en residuos de
carbohidrato existentes de un glicopéptido o en residuos de carbohidrato que se han afadido a un péptido.

Un aceptor para la sialiltransferasa esta presente en el péptido a modificar mediante los métodos de la presente
invencién en forma de una estructura que se da de manera natural o una colocada ahi de manera recombinante,
enzimatica o quimica. Los aceptores adecuados incluyen, por ejemplo, aceptores de galactosilo tales como
GalpB1,4GIcNAc, GalB1,4GalNAc, GalB1,3GalNAc, lacto-N-tetraosa, GalB1,3GIcNAc, GalNAc, Galp1,3GalNAc,
GalB1,6GIcNAc, GalB1,4Glc (lactosa), y otros aceptores conocidos para los expertos en la técnica (véase, p.gj.,
Paulson et al., J. Biol. Chem. 253: 5617-5624 (1978)).

En una realizacion, un aceptor para la sialiltransferasa esta presente en el glicopéptido a modificar tras la sintesis in
vivo del glicopéptido. Tales glicopéptidos se pueden sialilar mediante el uso de los métodos reivindicados sin la mo-
dificacién previa del patron de glicosilacion del glicopéptido. De manera alternativa, los métodos de la invencion se
pueden usar para sialilar un péptido que no incluye un aceptor adecuado; primero se modifica el péptido para que
incluya un aceptor mediante métodos conocidos por los expertos en la técnica. En una realizacién ejemplar, se
afiade un residuo de GalNAc mediante la accion de una GalNAc transferasa.

En una realizacién ejemplar, el aceptor de galactosilo se construye uniendo un residuo de galactosa a un aceptor
adecuado unido al péptido, p.ej., una GalNAc. El método incluye incubar el péptido a modificar con una mezcla de
reaccion que contiene una cantidad adecuada de una galactosiltransferasa (p.ej., GalB1,3 o GalB1,4), y un donante
de galactosilo adecuado (p.ej., UDP-galactosa). La reaccion se deja transcurrir sustancialmente hasta la finalizacion
0, de manera alternativa, la reaccion se finaliza cuando se afiade una cantidad preseleccionada del residuo de ga-
lactosa. Otros métodos para construir un aceptor de sacarido seleccionado seran evidentes para los expertos en la
técnica.

En otra realizacion, los oligosacaridos unidos a glicopéptidos se "recortan" primero, completamente o en parte, para
exponer un aceptor para la sialiltransferasa o un resto en el que se pueden afiadir uno o mas residuos adecuados
para obtener un aceptor adecuado. Las enzimas tales como glicosiltransferasas y endoglicosidasas (véase, por
ejemplo, la patente de EE.UU. n°® 5.716.812) son utiles para las reacciones de unién y de recorte.

En la discusion siguiente, el método de la invencién se ejemplifica mediante el uso de carbohidratos modificados que
tienen un polimero hidrosoluble unido a ellos. El foco de la discusiéon es por motivos de claridad de ilustracion. Los
expertos apreciaran que la discusion es igualmente relevante para aquellas realizaciones en las que el carbohidrato
modificado alberga un resto terapéutico, biomolécula o similar.

En una realizacion ejemplar, un residuo de carbohidrato con unién en O se "recorta" antes de la adicion del carbohi-
drato modificado. Por ejemplo, se recorta un residuo de GalNAc-Gal hasta GalNAc. Se conjuga un carbohidrato
modificado que alberga un polimero hidrosoluble a uno o mas de los residuos de carbohidrato expuestos por el "re-
corte". En un ejemplo, se "recorta" un glicopéptido y se afiade un polimero hidrosoluble al aminoacido de cadena
lateral con O o glicano de glicopéptido por medio de un resto de sacarilo, p.gj., resto de Sia, Gal, o GalNAc conju-
gado al polimero hidrosoluble. El resto de sacarilo modificado se une a un sitio aceptor del glicopéptido "recortado".
De manera alternativa, se puede afadir un resto sacarilo sin modificar, p.ej., Gal, al extremo del glicano unido en O.

En ofra realizacion ejemplar, se afiade un polimero hidrosoluble a un residuo de GalNAc por medio de un carbohi-
drato modificado que tiene un resto de galactosa. De manera alternativa, se puede afiadir una Gal sin modificar al
residuo de GalNAc terminal.

En un ejemplo adicional, se afiade un polimero hidrosoluble a un residuo de Gal mediante el uso de un acido sialico
modificado.

En ofra realizacion ejemplar, se "recorta" un residuo de glicosilo con unién en O hasta el GalINAc unido al aminoa-
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cido. En un ejemplo, se afiade un polimero hidrosoluble por medio de una Gal modificada con el polimero. De ma-
nera alternativa, se afiade una Gal sin modificar a la GalNAc, seguido de una Gal con un polimero hidrosoluble
unido. En otra realizacién, se afiade uno o mas residuos de Gal sin modificar a GalNAc, seguido de un resto de
acido sialico modificado con un polimero hidrosoluble.

Mediante el uso de los métodos de la invencién, es posible "recortar" y construir un residuo de carbohidrato sustan-
cialmente de cualquier estructura deseada. El carbohidrato modificado se puede afiadir a los extremos del resto de
carbohidrato como se expuso anteriormente, o se puede insertar entre el nucleo del péptido y el extremo del car-
bohidrato.

En una realizacion ejemplar, el polimero hidrosoluble se afiade a un residuo de Gal terminal mediante el uso de un
acido sialico modificado polimérico. Se usa una sialiltransferasa adecuada para afiadir un acido sialico modificado.
La aproximacion se resume en el Esquema 5.

Esquema 5

NH,

. Gal
o (%Ng Glicoproteina
.. a3
0o—P-00J ° e
HO OH O *Na Gal
HO = —0 0 *Na HO OH

PEG o pPG\N’YNH OH
H O Sialiltransferasa

CMP-SA-5-NHCOCH,NH—PEG(PPG)

?A-S-NHCOCHZNH-PEG
Glicoproteina Gal

o

Gal—SA-5-NHCOCH;NH-PEG
Gal

SA-5-NHCOCH,NH-PEG

En una aproximacion adicional, resumida en el Esquema 6, hay una funcién reactiva protegida en el acido sialico. El
grupo reactivo protegido no se ve afectado preferiblemente por las condiciones usadas para unir el acido sialico
modificado al péptido. Tras la unién covalente del acido sialico modificado al péptido, la proteccion se elimina y el
péptido se conjuga con un agente tal como PEG, PPG, un resto terapéutico, biomolécula u otro agente. El agente se
conjuga al péptido de una manera especifica mediante su reaccion con el grupo reactivo desprotegido en el residuo
de carbohidrato modificado.
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Esquema 6
Glicoproteina
nH, Gal 0
I N ?A-5—NHCOCHZS-SEt
! A - Gal
o~',’~0/\C7N ° e
O *N
How B2 AN Hb BH Sialiltransferasa ‘ Gal—SA-5-NHCOCH,S-SEt
EtS\S/ﬁgNH dn © ' (i.-:-al
SA-5-NHCOCH,S-SEt
SA-5-NHCOCH,S-PEG
Glicoproteina éal

1. ditiotreitol

\, Q ’ 2. haluro de PEG- o haluro de PPG
Gal—SA-5-NHCOCH,S-PEG

Gal
SA-5-NHCOCH,S-PEG

Se puede usar cualquier carbohidrato modificado con su glicosiltransferasa adecuada, dependiendo de los carbohi-
dratos terminales de las cadenas laterales del oligosacarido del glicopéptido (Tabla 2). Tal como se discutioé ante-
riormente, el carbohidrato terminal del glicopéptido necesario para la introduccién de la estructura PEG-ilada o PPG-
ilada se puede introducir de manera natural durante la expresién, o se puede producir tras la expresion mediante el

uso de la(s) glicosidasa(s) adecuada(s), glicosiltransferasa(s) o mezcla de glicosidasa(s) y glicosiltransferasa(s).
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Tabla 2
q T xr
ReY [ X-R, Re-Y o ]
Q (o] R,-Z
Rz'z 2 0 ﬁLNH
R.A| © 0 ﬁi“ Re-A| i Q INJ\\O .
4 P 5 N0 O —~o0—P-0\ 0
O—I\o——l:'~o 0. 6’+Na (l)"’N
' O *Na O *Na a
HO OH

HO OH

derivados de UDP-galactosa derivados de UDP-galactosamina

(cuando A = NH, R, puede ser acetilo)

Q X-R4
R3'Y (o] O .
R2-Z fLNH ElLNH
- 0 |
ReAl § 9 L Ao ReAl B 1 N"So
0—F~o0—P-0 o] 1 O0—i-0 o
: O *Na (')- *Na O 'Na O *Na
: HO OH ' HO CH
derivados de UDP-glucosa derivados de UDP-glucosamina

(cuando A = NH, R, puede ser acetilo)

C\ X-R4 N j\)L
. NH

? 7 O*Na ¢+
i ? N">N"NH, o O'Na
0T oo Rq-X A-R, HO OH
O *Na O *Na
HO OH R _YZ'R3 ‘derivados de GDP-fucosa
2

derivados de GDP-manosa

X =0, NH, S, CHz, N-(R1.5)2. Ligando de interés = acil-PEG, acil-PPG, alquil-PEG, acil-alquil-PEG,
acil-alquil-PEG, carbamoil-PEG, carbamoil-PPG, PEG, PPG, acil-aril-
Y=XZ=X;A=X;B=X PEG, acil-aril-PPG, aril-PEG, aril-PPG, Manosa-6-fosfato, heparina,

heparano, SLex, Manosa, FGF, VFGF, proteina, condroitina, queratano,

Q=Hz, O, S, NH, N-R. dermatano, albumina, integrinas, péptidos, etc.

R, R1.4 = H, Ligador-M, M

M = Ligando de interés

En otra realizacion ejemplar, se hace reaccionar UDP-galactosa-PEG con (31,4-galactosiltransferasa de leche de
vaca, por lo que se transfiere la galactosa modificada a la estructura de N-acetilglucosamina terminal adecuada. Los
residuos de GIcNAc terminales del glucopéptido se pueden producir durante la expresion, como puede ocurrir en
sistemas de expresion tales como los de mamiferos, insectos, vegetales u hongos, pero también se pueden producir
mediante el tratamiento del glicopéptido con una sialidasa y/o glicosidasa y/o glicosiltransferasa, segun sea necesa-
rio.

En otra realizacion ejemplar, se utiliza una GIcNAc transferasa, tal como GNT1-5, para transferir GIcN PEGilada a un
residuo de manosa terminal en un glicopéptido. En una realizacion ejemplar adicional, las estructuras de glicano con
unién en N y/o O se eliminan enzimaticamente de un glicopéptido para exponer un residuo de aminoacido o un resi-
duo de glicosilo terminal que se conjuga posteriormente con el carbohidrato modificado. Por ejemplo, se usa una
endoglicanasa para eliminar las estructuras con unién en N de un glicopéptido para exponer una GIcNAc terminal,
como una Asn unida en GIcNAc del glicopéptido. Se usa UDP-Gal-PEG y la galactosiltransferasa adecuada para
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introducir la funcion PEG- o PPG-galactosa en la GIcNAc expuesta.

En una realizacién alternativa, el carbohidrato modificado se afiade directamente al esqueleto del péptido mediante
el uso de una glicosiltransferasa que se sabe que transfiere residuos de carbohidrato al esqueleto del péptido. Esta
realizaciéon ejemplar se expone en el Esquema 7. Las glicosiltransferasas ejemplares utiles en la practica de la pre-
sente invencioén incluyen, pero sin limitacion, GalNAc transferasas (GalNAc T1-20), GlcNAc transferasas, fucosil-
transferasas, glucosiltransferasas, xilosiltransferasas, manosiltransferasas y similares. El uso de esta aproximacion
permite la adicién directa de carbohidratos modificados a los péptidos que carecen de carbohidratos o, de manera
alternativa, a los glicopéptidos existentes. En ambos casos, la adicion del carbohidrato modificado se da en posicio-
nes especificas en el esqueleto del péptido, tal como lo define la especificidad del sustrato de la glicosiltransferasa, y
no de una manera aleatoria como se da durante la modificacion del esqueleto peptidico de una proteina mediante el
uso de métodos quimicos. Se puede introducir una serie de agentes en proteinas o glicopéptidos que carecen de la
secuencia peptidica sustrato para la glicosiltransferasa modificando la secuencia de aminoacidos adecuada en la
cadena del polipéptido.

Esquema 7

o] o) Proteina o Glicoproteina

HO _ [\LNH
NH | © 0 | Ay ,j GalNH-CO(CH,)4NH-PEG

I
© 0—FP—0—P-0—_O
O *Na 6-+Na/w GaNACT -
alNAc Transferasa
HO OH (GalNAc T3) GalNH-CO(CH,)sNH-PEG
NH
PEG

En cada una de las realizaciones ejemplares expuestas anteriormente, se pueden utilizar una o mas etapas de mo-
dificacién quimica o enzimatica tras la conjugacién del carbohidrato modificado al péptido. En una realizacién ejem-
plar, se usa una enzima (p.e€j., fucosiltransferasa) para afiadir una unidad de glicosilo (p.ej., fucosa) al carbohidrato
modificado terminal unido al péptido. En otro ejemplo, se utiliza una reaccién enzimatica para "tapar" (p.ej., sialilar)
sitios en los que el carbohidrato modificado no pudo conjugarse. De manera alternativa, se utiliza una reaccion qui-
mica para alterar la estructura del carbohidrato modificado conjugado. Por ejemplo, el carbohidrato modificado con-
jugado se hace reaccionar con agentes que estabilizan o desestabilizan su unién con el componente peptidico al que
esta unido el carbohidrato modificado. En otro ejemplo, se desprotege un componente del carbohidrato modificado
tras su conjugacion al péptido. Un experto apreciara que existe una serie de procedimientos enzimaticos y quimicos
que son utiles en los métodos de la invencién en una etapa después de haber conjugado el carbohidrato modificado
al péptido. La elaboracién adicional del conjugado carbohidrato modificado-péptido esta dentro del alcance de la
invencion.

Enzimas

Glicosiltransferasas

Las glicosiltransferasas catalizan la adicion de carbohidratos activados (NDP-carbohidratos donantes) por etapas a
una proteina, glicopéptido, lipido o glicolipido o al extremo no reductor de un oligosacarido en crecimiento. Los glico-
péptidos con union en N se sintetizan por medio de una transferasa y un donante de oligosacarido unido a un lipido
Dol-PP-NAG,GlcsMang en una transferencia en bloque, seguido por el recorte del nucleo. En este caso, la naturaleza
del sacarido del "nucleo" es algo diferente de las uniones posteriores. Se conoce en la técnica un gran nimero de
glicosiltransferasas.

La glicosiltransferasa a usar en la presente invencion puede ser cualquiera con tal de que utilice el carbohidrato
modificado como donante de carbohidrato. Los ejemplos de tales enzimas incluyen glicosiltransferasas de ruta de
Leloir, tales como galactosiltransferasa, N-acetilglucosaminiltransferasa, N-acetilgalactosaminiltransferasa, fucosil-
transferasa, sialiltransferasa, manosiltransferasa, xilosiltransferasa, glucurononiltransferasa y similares.

Para la sintesis enzimatica de sacaridos que implican reacciones de glicosiliransferasa, la glicosiltransferasa se
puede clonar o aislar de cualquier fuente. Se conocen muchas glicosiltransferasas clonadas, al igual que sus se-
cuencias polinucleotidicas. Véase, p.ej, "The WWW Guide To Cloned Glycosyltransferases"
(http://www.vei.co.uk/TGN/gt guide.htm). Las secuencias de aminoacidos de las glicosiltransferasas y las secuencias
nucleotidicas que codifican glicosiltransferasas de las que se pueden deducir las secuencias de aminoacidos tam-
bién se hallan en diversas bases de datos disponibles publicamente, que incluyen GenBank, Swiss-Prot, EMBL, y
otras.
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Las glicosiltransferasas que se pueden emplear en los métodos de la invencion incluyen, pero sin limitacion, galacto-
siltransferasas, fucosiltransferasas, glucosiltransferasas, N-acetilgalactosaminiltransferasas, N-acetilglucosaminil-
transferasas, glucuroniltransferasas, sialiliransferasas, manosiltransferasas, acido glucurénico transferasas, acido
galacturénico transferasas, y oligosacariltransferasas. Las glicosiltransferasas adecuadas incluyen las obtenidas de
eucariotas, asi como de procariotas.

El ADN que codifica las enzimas glicosiltransferasas se puede obtener mediante sintesis quimica, mediante el cri-
bado de transcritos inversos de mARN de células adecuadas o de cultivos de lineas celulares, mediante el cribado
de bibliotecas gendémicas de células adecuadas, o0 mediante combinaciones de estos procedimientos. El cribado del
mARN o ADN gendmico se puede llevar a cabo con sondas oligonucleotidicas generadas a partir de la secuencia
génica de las glicosiltransferasas. Las sondas se pueden marcar con un grupo detectable, tal como un grupo fluo-
rescente, un atomo radiactivo o un grupo quimioluminiscente de acuerdo con procedimientos conocidos y usado en
los ensayos de hibridacion convencionales. Como alternativa, se pueden obtener secuencias génicas de glicosil-
transferasas mediante el uso del procedimiento de reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR), y los cebadores
oligonucleotidicos para la PCR se producen a partir de la secuencia génica de las glicosiltransferasas. Véase la pat.
de EE.UU. n° 4.683.195 de Mullis et al. y la pat. de EE.UU. n°® 4.683.202 de Mullis.

La enzima glicosiltransferasa se puede sintetizar en células hospedadoras transformadas con vectores que contie-
nen el ADN que codifica la enzima glicosiltransferasa. Un vector es una construccion replicable de ADN. Los vecto-
res se usan para amplificar el ADN que codifica la enzima glicosiltransferasa y/o para expresar el ADN que codifica
la enzima glicosiltransferasa. Un vector de expresion es una construccion replicable de ADN en la que una secuen-
cia de ADN que codifica la enzima glicosiltransferasa esta unida de forma operable a secuencias de control adecua-
das capaces de llevar a cabo la expresion de la enzima glicosiltransferasa en un hospedador adecuado. La necesi-
dad de tales secuencias de control variard dependiendo del hospedador seleccionado y del método de
transformacion elegido. En general, las secuencias de control incluyen un promotor transcripcional, una secuencia
de un operador opcional para controlar la transcripcidn, una secuencia que codifica sitios de unién al ribosoma ade-
cuados para el mARN, y secuencias que controlan la terminacién de la transcripcién y la traduccién. Los vectores de
amplificaciéon no requieren la expresion de dominios de control. Todo lo necesario es la capacidad de replicarse en
un hospedador, conferida normalmente mediante un origen de replicacién, y un gen de seleccion para facilitar el
reconocimiento de los transformantes.

Fucosiltransferasas

En ciertas realizaciones, la glicosiltransferasa utilizada en el método de la invencion es una fucosiltransferasa. Los
expertos en la técnica conocen las fucosiltransferasas. Las fucosiltransferasas ejemplares incluyen enzimas que
transfieren L-fucosa de GDP-fucosa a una posicién de un grupo hidroxi en un carbohidrato aceptor. Las fucosil-
transferasas que transfieren carbohidratos que no son de nucledétidos a un aceptor también son utiles en la presente
invencion.

En ciertas realizaciones, el carbohidrato aceptor es, por ejemplo, GIcNAc de un grupo GalB(1—3,4)GIcNAcB en un
glicésido de un oligosacarido. Las fucosiltransferasas adecuadas para esta reaccidon incluyen la
GalB(1—3,4)GIcNAcB-a(1—3,4)fucosiltransferasa (FTIII E.C. N° 2.4.1.65), que se caracteriz6 por primera vez a partir
de la leche humana (véase, Palcic, et al., Carbohydrate Res. 190: 1-11 (1989); Prieels, et al., J. Biol. Chem. 256:
10456-10463 (1981); y Nunez, et al., Can. J. Chem. 59: 2086-2095 (1981)) y las GalB(1—4)GIcNAcB-a-
fucosiltransferasas (FTIV, FTV, FTVI) que se hallan en el suero humano. También se ha caracterizado FTVII (E.C.
N° 2.4.1.65), una sialil a(2—B)GalB((1—3)GIcNAcB fucosiltransferasa. También se ha caracterizado una forma
recombinante de la GalB(1—3,4) GlcNAcB-a(1—3,4)fucosiltransferasa (véase, Dumas, et al., Bioorg. Med. Letters 1:
425-428 (1991) y Kukowska-Latallo, et al., Genes and Development 4: 1288-1303 (1990)). Otras fucosiltransferasas
ejemplares incluyen, por ejemplo, a1,2 fucosiltransferasa (E.C. N° 2.4.1.69). La fucosilacion enzimatica se puede
llevar a cabo mediante los métodos descritos en Mollicone, et al., Eur. J. Biochem. 191: 169-176 (1990) o la patente
de EE.UU. n° 5.374.655. Las células que se usan para producir una fucosiltransferasa también incluiran un sistema
enzimatico para sintetizar GDP-fucosa.

Galactosiltransferasas

En otro grupo de realizaciones, la glicosiltransferasa es una galactosiltransferasa. Las galactosiltransferasas ejem-
plares incluyen las a(1,3) galactosiltransferasas (E.C. N° 2.4.1.151, véase, p.ej., Dabkowski et al., Transplant Proc.
25:2921 (1993) y Yamamoto et al. Nature 345: 229-233 (1990), bovina (GenBank j04989, Joziasse et al., J. Biol.
Chem. 264: 14290-14297 (1989)), murina (GenBank m26925; Larsen et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA 86: 8227-
8231 (1989)), porcina (GenBank L36152; Strahan et al., Immunogenetics 41: 101-105 (1995)). Otra a1,3 galactosil-
transferasa adecuada es la que esta implicada en la sintesis del antigeno del grupo sanguineo B (EC 2.4.1.37,
Yamamoto et al., J. Biol. Chem. 265: 1146-1151 (1990) (humana)).

También son adecuadas para el uso en los métodos de la invencion las B(1,4) galactosiltransferasas, que incluyen,
por ejemplo, EC 2.4.1.90 (LacNAc sintetasa) y EC 2.4.1.22 (lactosa sintetasa) (bovina (D'Agostaro et al., Eur. J.
Biochem. 183: 211-217 (1989)), humana (Masri et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 157: 657-663 (1988)), mu-
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rina (Nakazawa et al., J. Biochem. 104: 165-168 (1988)), asi como E.C. 2.4.1.38 y la ceramida galactosiltransferasa
(EC 2.4.1.45, Stahl et al., J. Neurosci. Res. 38: 234-242 (1994)). Otras galactosiltransferasas adecuadas incluyen,
por ejemplo, a1,2 galactosiltransferasas (p.ej., de Schizosaccharomyces pombe, Chapell et al., Mol. Biol. Cell 5: 519-
528 (1994)).

Se conoce bien la produccion de proteinas tales como la enzima GalNAc Ti.xv a partir de genes clonados mediante
ingenieria genética. Véase, p.ej., la pat. de EE.UU. n° 4.761.371. Un método implica la recogida de muestras sufi-
cientes, y después se determina la secuencia de aminoacidos de la enzima mediante secuenciacién N-terminal. Esta
informacién se usa después para aislar un clon de cADN que codifica una transferasa de tamafio completo (asociada
a la membrana) que tras la expresion en la linea celular de insecto Sf9 da como resultado la sintesis de una enzima
completamente activa. La especificidad por el aceptor de la enzima se determina después mediante el uso de un
analisis semicuantitativo de los aminoacidos que rodean los sitios de glicosilaciéon conocidos en 16 proteinas dife-
rentes, seguido por estudios de glicosilacién in vitro de péptidos sintéticos. Este trabajo ha demostrado que ciertos
residuos de aminoacidos estdn muy representados en segmentos de péptidos glicosilados, y que los residuos en
posiciones especificas que rodean los residuos de serina y treonina glicosilados pueden tener una influencia mas
marcada sobre la eficacia del aceptor que otros restos de aminoacidos.

Sialiltransferasas

Las sialiltransferasas son otro tipo de glicosiltransferasas que son utiles en las células recombinantes y las mezclas
de reaccion de la invencion. Las células que producen sialiltransferasas recombinantes produciran también CMP-
acido sialico, que es un donante de acido sialico para las sialiltransferasas. Los ejemplos de sialiltransferasas que
son adecuadas para el uso en la presente invencion incluyen ST3Gal Ill (p.ej., una ST3Gal Il de rata o humana),
ST3Gal IV, ST3Gal |, ST6Gal |, ST3Gal V, ST6Gal I, ST6GalNAc |, ST6GalNAc II, y ST6GalNAc Il (la nomenclatura
de sialiltransferasas usada en la presente memoria es como se describe en Tsuji et al., Glycobiology 6: v-xiv (1996)).
Una a(2,3)sialiltransferasa ejemplar denominada a(2,3)sialiltransferasa (EC 2.4.99.6) transfiere acido sialico a la Gal
terminal no reductora de un disacarido o glicésido de GalB1—3Glc. Véase, Van den Eijnden et al., J. Biol. Chem.
256: 3159 (1981), Weinstein et al., J. Biol. Chem. 257: 13845 (1982) y Wen et al., J. Biol. Chem. 267: 21011 (1992).
Otra a2,3-sialiltransferasa ejemplar (EC 2.4.99.4) transfiere acido sialico a la Gal terminal no reductora del disacarido
o glicésido. véase, Rearick et al., J. Biol. Chem. 254: 4444 (1979) y Gillespie et al., J. Biol. Chem. 267: 21004 (1992).
Las enzimas ejemplares adicionales incluyen Gal-f-1,4-GIcNAc a-2,6 sialiltransferasa (Véase, Kurosawa et al. Eur.
J. Biochem. 219: 375-381 (1994)).

Preferiblemente, para la glicosilacién de carbohidratos de glicopéptidos la sialiltransferasa sera capaz de transferir
acido sidlico a la secuencia Galp1,4GIcNAc-, la penultima secuencia mas habitual que subyace detras del acido
sialico terminal en las estructuras de carbohidratos completamente sialilados (véase la Tabla 3).

Tabla 3: Sialiltransferasas que usan la secuencia GalB1,4GIcNAc como sustrato aceptor

Sialiltransferasa Fuente Secuencia(s) formadas Ref.

ST6Gal | Mamifero NeuAca2,6GalB1,4GICNAc- 1

ST3Gal lll Mamifero NeuAca2,3GalB1,4GICNAc- 1
NeuAca2,3GalB1,3GICNAc-

ST3Gal IV Mamifero NeuAca2,3GalB1,4GICNAc- 1
NeuAca2,3GalB1,3GICNAc-

ST6Gal Il Mamifero NeuAca2,3GalB1,4GICNAc-

ST6Gal ll fotobacteria NeuAca2,3GalB1,4GICNAc- 2

S13Gal V N. meningitides NeuAca2,3GalB1,4GICNAc- 3

N. gonorrhoeae

1) Goochee et al., Bio/Technology 9: 1347-1355 (1991)
2) Yamamoto et al., J. Biochem. 120: 104-110 (1996)
3) Gilbert et al., J. Biol. Chem. 271: 28271-28276 (1996)

Un ejemplo de una sialiltransferasa que es util en los métodos reivindicados es ST3Gal lll, que también se denomina
a(2,3)sialiltransferasa (EC 2.4.99.6). Esta enzima cataliza la transferencia de acido sialico a la Gal de un glicésido
Galp1,3GIcNAc o GalB1,4GIcNAc (véase, p.ej., Wen et al., J. Biol. Chem. 267: 21011 (1992); Van den Eijnden et al.,
J. Biol. Chem. 256: 3159 (1991)) y es responsable de la sialilacién de oligosacaridos unidos a asparagina en glico-
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péptidos. El acido sialico se une a una Gal con la formacién de una unién a entre los dos sacaridos. El enlace
(unidn) entre los sacaridos es entre la posicion 2 de NeuAc y la posicion 3 de Gal. Esta enzima particular se puede
aislar a partir de higado de rata (Weinstein et al., J. Biol. Chem. 257: 13845 (1982)); se conocen secuencias de
cADN humano (Sasaki et al. (1993) J. Biol. Chem. 268: 22782-22787; Kitagawa y Paulson (1994) J. Biol. Chem. 269:
1394-1401) y gendmicas (Kitagawa et al. (1996) J. Biol. Chem. 271: 931-938), que facilitan la produccion de esta
enzima mediante expresion recombinante. En una realizaciéon preferida, los métodos de sialilacién reivindicados
usan una ST3Gal lll de rata.

Otras sialiltransferasas ejemplares utiles en la presente invencion incluyen las aisladas a partir de Campylobacter
jejuni, que incluyen la a(2,3). Véase, p.ej., el documento W099/49051.

Otras sialiltransferasas diferentes de las enumeradas en la Tabla 3 también son Utiles en un procedimiento a gran
escala econémico y eficaz de sialilacion de glicopéptidos comercialmente importantes. Como ensayo simple para
descubrir la utilidad de estas otras enzimas, se hacen reaccionar cantidades diversas de cada enzima (1-100 mU/mg
de proteina) con asialo-a; AGP (a 1-10 mg/ml) para comparar la capacidad de la sialiltransferasa de interés de siali-
lar glicopéptidos respecto de las sialiltransferasas bovinas ST6Gal |, ST3Gal lll o ambas. De manera alternativa, se
pueden usar otros glicopéptidos, u oligosacaridos con unién en N, liberados enzimaticamente del esqueleto peptidico
en lugar de asialo-a4 AGP para esta determinacion. Las sialiltransferasas con la capacidad de sialilar los oligosacari-
dos con union en N de glicopéptidos de manera mas eficaz que ST6Gal | son utiles en un procedimiento practico a
gran escala para la sialilacion de péptidos (como se ilustra para ST3Gal Ill en esta descripcion).

Otras glicosiltransferasas

Un experto en la técnica entendera que se pueden sustituir otras glicosiltransferasas en ciclos de transferasa simila-
res tal como se ha descrito con detalle para la sialiltransferasa. En particular, la glicosiltransferasa puede ser tam-
bién, por ejemplo, glucosiltransferasa, p.ej., Alg8 (Stagljov et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 5977 (1994)) o Alg5
(Heesen et al., Eur. J. Biochem. 224: 71 (1994)).

Las N-acetilgalactosaminiltransferasas también son utiles en la practica de la presente invencion. Las N-acetilgalac-
tosaminiltransferasas incluyen, pero sin limitacion, a(1,3) N-acetilgalactosaminiltransferasa, p(1,4) N-acetilgalacto-
saminiltransferasas (Nagata et al., J. Biol. Chem. 267: 12082-12089 (1992) y Smith et al., J. Biol Chem. 269: 15162
(1994)) y polipéptido N-acetilgalactosaminiltransferasa (Homa et al., J. Biol. Chem. 268: 12609 (1993)). Las N-acetil-
glucosaminiltransferasas adecuadas incluyen GnTI (2.4.1.101, Hull et al., BBRC 176: 608 (1991)), GnTIll, GnTllI
(Ihara et al., J. Biochem. 113: 692 (1993)), GnTIV, y GnTV (Shoreiban et al., J. Biol. Chem. 268: 15381 (1993)), N-
acetilglucosaminiltransferasa con unién en O (Bierhuizen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 9326 (1992)), N-ace-
tilglucosamin-1-fosfato transferasa (Rajput et al., Biochem J. 285: 985 (1992), e hialuronano sintasa.

Las manosiltransferasas son utiles para transferir restos de manosa modificados. Las manosiltransferasas adecua-
das incluyen a(1,2) manosiltransferasa, a(1,3) manosiltransferasa, a(1,6) manosiltransferasa, p(1,4) manosiltransfe-
rasa, Dol-P-Man sintasa, OCh1, y Pmt1 (véase, Kornfeld et al., Annu. Rev. Biochem. 54: 631-664 (1985)).

Las xilosiltransferasas también son utiles en la presente invencion. Véase, por ejemplo, Rodgers, et al., Biochem. J.,
288:817-822 (1992); y Elbain, et al., patente de EE.UU. n° 6.168.937.

Otros ciclos de glicosiltransferasa adecuados se describen en Ichikawa et al., JACS 114: 9283 (1992), Wong et al., J.
Org. Chem. 57: 4343 (1992), e Ichikawa et al. en CARBOHYDRATES AND CARBOHYDRATE POLYMERS. Yaltami,
ed. (ATL Press, 1993).

Las glicosiltransferasas procaridticas son utiles también en la practica de la invencion. Tales glicosiltransferasas
incluyen enzimas implicadas en la sintesis de lipooligosacaridos (LOS), que son producidos por muchas bacterias
gramnegativas. Los LOS tienen generalmente secuencias de glicano terminales que imitan los glicoconjugados
hallados en la superficie de las células epiteliales humanas o en secreciones del hospedador (Preston et al., Critical
Reviews in Microbiology 23(3): 139-180 (1996)). Tales enzimas incluyen, pero sin limitacion, las proteinas de los
operones rfa de especies tales como E. coli y Salmonella typhimurium, que incluyen una 31,6 galactosiltransferasa y
una (1,3 galactosiltransferasa (véase, p.ej., los n°s de acceso de EMBL M80599 y M86935 (E. coil); N° de acceso de
EMBL S56361 (S. typhimurium)), una glucosiltransferasa (N° de acceso de Swiss-Prot P25740 (E. coil), una B1,2-
glucosiltransferasa (rfadJ) (N° de acceso de Swiss-Prot P27129 (E. coli) y N° de acceso de Swiss-Prot P19817 (S.
typhimurium)), y una B1,2-N-acetilglucosaminiltransferasa (rfaK) (N° de acceso de EMBL U00039 (E. coli). Otras
glicosiltransferasas para las que se conocen las secuencias de aminoacidos incluyen las codificadas por operones
tales como rfaB, que se han caracterizado en organismos tales como Klebsiella pneumoniae, E. coli, Salmonella
typhimurium, Salmonella enterica, Yersinia enterocolitica, Mycobacterium leprosum, y el operén rhl de Pseudomonas
aeruginosa.

También estan disponibles para el uso en la presente invencion las glicosiltransferasas que estan implicadas en la
produccién de estructuras que contienen lacto-N-neotetraosa, D-galactosil-B-1,4-N-acetil-D-glucosaminil-B-1,3-D-
galactosil-B-1,4-D-glucosa, y la secuencia de trisacarido de grupo sanguineo P, D-galactosil-a-1,4-D-galactosil-3-
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1,4-D-glucosa, que se han identificado en los LOS de los patdégenos mucosos de Neisseria gonnorhoeae y N. me-
ningitidis (Scholten et al., J. Med. Microbiol. 41: 236-243 (1994)). Los genes de N. meningitidis y N. gonorrhoeae que
codifican las glicosiltransferasas implicadas en la biosintesis de estas estructuras se han identificado a partir de los
inmunotipos de N. meningitidis L3 y L1 (Jennings et al., Mol. Microbiol. 18: 729-740 (1995)) y el mutante F62 de N.
gonorrhoeae (Gotshlich, J. Exp. Med. 180: 2181-2190 (1994)). En N. meningitidis, un locus que consiste en tres
genes, IgtA, IgtB e IgE, codifica las enzimas glicosiltransferasas necesarias para la adicion de los tres ultimos car-
bohidratos de la cadena de lacto-N-neotetraosa (Wakarchuk et al., J. Biol. Chem. 271: 19166-73 (1996)). Reciente-
mente, se ha demostrado la actividad enzimatica del producto de los genes IgiB y IgtA, lo que proporciona la primera
prueba directa de su funcién propuesta como glicosiltransferasa (Wakarchuk et al.,) J. Biol. Chem. 271(45): 28271-
276 (1996)). En N. gonorrhoeae, hay dos genes adicionales, IgtD que afade B-D-GalNAc en la posicion 3 de la ga-
lactosa terminal de la estructura de lacto-N-neotetraosa y IgtC que afiade una a-D-Gal terminal al elemento de lac-
tosa de un LOS truncado, por lo que se crea asi la estructura antigénica de grupo sanguineo P* (Gotshlich (1994),
anteriormente mencionado). En N. meningitidis, un inmunotipo L1 distinto también expresa el antigeno de grupo
sanguineo P, y se ha demostrado que porta un gen IgtC (Jennings et al., (1995), anteriormente mencionado). Las
glicosiltransferasas de Neisseria y los genes asociados también se describen en el documento USPN 5.545.553
(Gotschlich). Los genes para a1,2-fucosiltransferasa y a1,3-fucosiltransferasa de Helicobacter pilori también se han
caracterizado (Martin et al., J. Biol. Chem. 272: 21349-21356 (1997)). También son utiles en la presente invencién
las glicosiltransferasas de Campylobacter  jejuni (véase, por ejemplo, http://afmb.cnrs-
mrs.fr/~pedro/CAZY/gtf_42.html).

Sulfotransferasas

La invencién también proporciona métodos para producir péptidos que incluyen moléculas sulfatadas, que incluyen,
por ejemplo, polisacaridos sulfatados tales como heparina, sulfato de heparano, carragenano, y compuestos relacio-
nados. Las sulfotransferasas adecuadas incluyen, por ejemplo, condroitina-6-sulfotransferasa (cCADN de gallina des-
crito por Fukuta et al., J. Biol. Chem. 270: 18575-18580 (1995); N° de acceso de GenBank D49915), glicosaminogli-
cano N-acetilglucosamina N-desacetilasa/N-sulfotransferasa 1 (Dixon et al., Genomics 26: 239-241 (1995);
UL18918), y glicosaminoglicano N-acetilglucosamina N-desacetilasa/N-sulfotransferasa 2 (cCADN murino descrito en
Orellana et al., J. Biol. Chem. 269: 2270-2276 (1994) y Eriksson et al., J. Biol. Chem. 269: 10438-10443 (1994);
cADN humano descrito en el N° de acceso de GenBank U2304).

Glicosiltransferasas Asociadas a Células

En otra realizacion, las enzimas utilizadas en el método de la invencion son glicosiltransferasas asociadas a células.
Aunque se conocen muchas glicosiltransferasas solubles (véase, por ejemplo, la pat. de EE.UU. n°® 5.032.519), las
glicosiltransferasas generalmente estan en forma asociada a membranas cuando estan asociadas a células. Muchas
de las enzimas asociadas a membranas estudiadas hasta ahora se consideran proteinas intrinsecas; es decir, no se
liberan de las membranas mediante sonicacion, y requieren detergentes para su solubilizacion. Se han identificado
glicosiltransferasas de superficie en las superficies de las células de vertebrados e invertebrados, y también se ha
reconocido que estas transferasas superficiales mantienen la actividad catalitica en condiciones fisiolégicas. Sin
embargo, la funcién mas reconocida de las glicosiltransferasas de la superficie celular es el reconocimiento interce-
lular (Roth, MOLECULAR APPROACHES TO SUPRACELLULAR PHENOMENA, 1990).

Se han desarrollado métodos para alterar las glicosiltransferasas expresadas por las células. Por ejemplo, Larsen et
al., Proc. Natl. Acad Sci. USA 86: 8227-8231 (1989), informa de una aproximacion genética para aislar secuencias
de cADN clonadas que determinan la expresion de estructuras de oligosacaridos de la superficie celular y sus glico-
siltransferasas afines. Una biblioteca de cADN generada a partir de mARN aislado de una linea celular murina que
se sabe que expresa UDP-galactosa:.3.-D-galactosil-1,4-N-acetil-D-glucosaminida a-1,3-galactosiltransferasa se
transfectd en células COS-1. Las células transfectadas se cultivaron después y se ensayo¢ la actividad de a 1-3 ga-
lactosiltransferasa.

Francisco et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 2713-2717 (1992), describe un método de anclaje de B-lactamasa en
la superficie externa de Escherichia coli. Se produce una fusién tripartita que consiste en (i) una secuencia sefal de
una proteina de la membrana externa, (ii) una seccién que cruza la membrana de una proteina de la membrana
externa, y (iii) una secuencia de B-lactamasa madura completa, lo que da como resultado una molécula de B-lacta-
masa activa asociada a la superficie. Sin embargo, el método de Francisco se limita solamente a sistemas de células
procarioticas y, como reconocieron los autores, requiere la fusion tripartita completa para un funcionamiento ade-
cuado.

Proteinas de Fusion

En otras realizaciones ejemplares, los métodos de la invencién utilizan proteinas de fusiéon que pueden tener mas de
una actividad enzimatica que esta implicada en la sintesis de un conjugado de glicopéptido deseado. Los polipépti-
dos de fusion pueden estar compuestos, por ejemplo, de un dominio cataliticamente activo de una glicosiltransferasa
que se une a un dominio cataliticamente activo de una enzima accesoria. El dominio catalitico de la enzima acceso-
ria puede catalizar, por ejemplo, una etapa de la formacién de un carbohidrato de nucleétido que es un donante para
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la glicosiltransferasa, o puede catalizar una reaccion implicada en un ciclo de la glicosiltransferasa. Por ejemplo, un
polinucledtido que codifica una glicosiltransferasa se puede unir, en el marco de lectura, a un polinucleétido que
codifica una enzima implicada en la sintesis de carbohidratos de nucleétidos. La proteina de fusion resultante puede
catalizar entonces no solamente la sintesis del carbohidrato de nucleétido, sino también la transferencia del resto de
carbohidrato a la molécula aceptora. La proteina de fusién puede ser dos o0 mas enzimas ciclicas unidas en una
secuencia nucleotidica expresable. En otras realizaciones, la proteina de fusion incluye los dominios cataliticamente
activos de dos o més glicosiltransferasas. Véase, por ejemplo, el documento 5.641.668. Los glicopéptidos modifica-
dos de la presente invencion se pueden disefar y fabricar facilmente mediante la utilizacion de diversas proteinas de
fusion adecuadas (véase, por ejemplo, la solicitud de patente PCT/CA98/01180, que se publicé como el documento
WO 99/31224 el 24 de junio de 1999).

Enzimas Inmovilizadas

Ademas de las enzimas asociadas a células, la presente invencion también prevé el uso de enzimas que estan in-
movilizadas en un soporte sélido y/o soluble. En una realizacién ejemplar, se proporciona una glicosiltransferasa que
esta conjugada a un PEG por medio de un ligador de glicosilo intacto segun los métodos de la invencion. El conju-
gado PEG-ligador-enzima esta unido opcionalmente a un soporte sélido. El uso de enzimas en soportes sélidos en
los métodos de la invencion simplifica el tratamiento de la mezcla de reaccion y la purificaciéon del producto de la
reaccion, y también posibilita la recuperacién sencilla de la enzima. El conjugado de glicosiltransferasa se utiliza en
los métodos de la invencidn. Otras combinaciones de enzimas y soportes seran evidentes para los expertos en la
técnica.

Glicosilacion mediante Métodos Recombinantes

También se ha llevado a cabo la glicosilacién de una hormona del crecimiento humana mutante de manera intrace-
lular por medios recombinantes. Una secuencia polinucleotidica que codifica una hormona del crecimiento humana
mutante, que comprende al menos un sitio de glicosilacion con unién en N u O recién introducido, se puede trans-
fectar en una linea celular hospedadora adecuada, p.gj., una linea celular eucariética derivada de levadura, insecto,
o mamifero. La hormona del crecimiento humana mutante producida de manera recombinante de tal linea celular se
glicosila mediante la maquinaria de glicosilacion de la célula hospedadora.

Purificacion de hGH Mutante Glicosilada

La hormona del crecimiento humana glicosilada producida mediante los procedimientos anteriores preferiblemente
se purifica antes del uso. Se pueden usar técnicas habituales muy conocidas, tales como cromatografia en capa fina
o gruesa, cromatografia en columna, cromatografia de intercambio i6nico, o filtracion en membrana. Se prefiere el
uso de la filtracion en membrana, mas preferiblemente con la utilizacién de una membrana osmética inversa, o una o
mas técnicas cromatograficas en columna para la recuperacion, tal como se discute mas adelante en la presente
memoria y en la bibliografia citada en el presente documento.

Si la hormona del crecimiento humana mutante glicosilada se produce de manera intracelular, como primera etapa,
se eliminan los restos particulados, células hospedadoras o fragmentos lisados, por ejemplo, mediante centrifuga-
cion o ultrafiltracion; opcionalmente, la proteina se puede concentrar con un filtro de concentracion de proteinas
disponible comercialmente, seguido de la separacién de la variante de polipéptido de otras impurezas mediante una
0 mas etapas seleccionadas de cromatografia de inmunoafinidad, fraccionamiento en columna de intercambio idnico
(p-€j., con dietilaminoetilo (DEAE) o matrices que contienen grupos carboximetilo o sulfopropilo), cromatografia con
Blue-Sepharose, CM Blue-Sepharose, MONO-Q, MONO-S, lectina de lenteja-Sepharose, WGA-Sepharose, Con A-
Sepharose, Eter Toyopearl, Butil Toyopearl, Fenil Toyopearl, SP-Sepharose, o proteina A Sefarosa, cromatografia
SDS-PAGE, cromatografia con silice, cromatoenfoque, HPLC de fase inversa (p.ej., gel de silice con grupos alifati-
cos unidos), filtracion en gel mediante el uso, p.ej., de tamices moleculares de Sephadex o cromatografia de exclu-
sién por tamario, cromatografia en columnas que unen de manera selectiva el polipéptido, y precipitacion con etanol
o sulfato amonico.

Una hormona del crecimiento humana mutante glicosilada producida en cultivo se aisla normalmente mediante una
extraccion inicial de las células, lisado celular, medio de cultivo, etc., seguido de una o mas etapas de concentracion,
precipitacion a concentracion salina elevada, intercambio i6nico acuoso, o cromatografia de exclusion por tamafio.
Ademas, la glicoproteina se puede purificar mediante cromatografia de afinidad. Finalmente, se puede emplear una
HPLC para las etapas finales de purificacion.

Se puede incluir un inhibidor de proteasas, p.ej., fluoruro de metilsulfonilo (PMSF) en cualquiera de las etapas ante-
riores para inhibir la proteolisis, y se pueden incluir antibidticos para impedir el crecimiento de contaminantes casua-
les.

En ciertos casos, los sobrenadantes de los sistemas que producen la hormona del crecimiento humana glicosilada
de la invencién se concentran primero mediante el uso de un filtro de concentracion de proteinas disponible comer-
cialmente, por ejemplo, una unidad de ultrafiltracion Amicon o Millipore Pellicon. Tras la etapa de concentracion, el
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concentrado se puede aplicar a una matriz de purificacion adecuada. Por ejemplo, una matriz de afinidad adecuada
puede comprender un ligando para el péptido, una lectina o una molécula de anticuerpo unida a un soporte ade-
cuado. De manera alternativa, se puede emplear una resina de intercambio aniénico, por ejemplo, una matriz o sus-
trato que tiene grupos de DEAE que penden de ella. Las matrices adecuadas incluyen acrilamida, agarosa, dextrano,
celulosa, u otros tipos empleados habitualmente en la purificacién de proteinas. Ademas, se puede emplear una
etapa de intercambio cationico. Los intercambiadores cationicos adecuados incluyen diversas matrices insolubles
que comprenden grupos sulfopropilo o carboximetilo. Se prefieren en particular los grupos sulfopropilo.

Finalmente, se pueden emplear una o0 mas etapas de RP-HPLC que emplean medios de RP-HPLC hidréfobos, p.€j.,
gel de silice que tiene grupos metilo u otros grupos alifaticos pendientes, para purificar adicionalmente una hormona
del crecimiento humana mutante glicosilada. También se pueden utilizar algunas o todas las etapas de purificaciéon
anteriores, en diversas combinaciones, para proporcionar una glicoproteina.

La hormona del crecimiento humana mutante glicosilada de la invencién que resulta de una fermentaciéon a gran
escala se puede purificar mediante métodos analogos a los descritos por Urdal et al., J. Chromatog. 296: 171 (1984).
Esta referencia describe dos etapas de RP-HPLC secuenciales para la purificacién de IL-2 humana recombinante en
una columna de HPLC preparativa. De manera alternativa, se pueden utilizar técnicas tales como la cromatografia
de afinidad para purificar la glicoproteina.

Ensayos Funcionales para la hGH Mutante

Tras la produccion vy, preferiblemente, la purificacion de una hormona del crecimiento humana mutante glicosilada,
se ensayan las funciones biolégicas de la glicoproteina mediante el uso de varios métodos conocidos en la técnica.
Los ensayos funcionales se basan en las diversas caracteristicas de la hormona del crecimiento humana, tales como
su unién especifica al receptor de la hormona del crecimiento humana, la activacion del receptor de hGH, y su activi-
dad en la estimulacién del crecimiento celular. En cada ensayo, la hormona del crecimiento humana de tipo natural
se incluye como un control positivo.

Se puede llevar a cabo un ensayo de union a un radiorreceptor para medir la unién entre un receptor de hGH radio-
marcado y una hormona del crecimiento humana mutante de la presente invencion. Se puede hallar una descripcion
detallada de tal ensayo en la bibliografia, p.ej., Tsushima et al., J. Clin. Endocrinol. Metab., 37: 334-337 (1973); Chin
et al., Endocr. Meta. 37: 334 (1973); y las patentes de EE.UU. n°s 4.871.835, 5.079.230.

La capacidad de una hormona del crecimiento humana mutante de estimular el crecimiento celular se determina
mediante métodos tales como el ensayo de tibia (Parlow et al., Endocrinology 77: 1126 (1965); patente de EE.UU. n°
4.871.835). Brevemente, se extrae la hipdfisis de ratas de 28-30 dias de edad y se mantienen durante 10-14 dias sin
tratamiento. Después se administran a las ratas los mutantes de la hormona del crecimiento humana derivados de
una fuente recombinante mediante inyecciones subcutaneas diarias. Los animales se sacrifican en el sexto dia, se
extraen los huesos de la rodilla de las patas delanteras y se mide la anchura de las placas epifisarias. También se
monitoriza el peso de estas ratas al inicio del experimento y antes de ser sacrificadas, y se compara entre los dife-
rentes grupos que recibieron inyecciones diarias de la hormona del crecimiento humana mutante a concentraciones
diferentes.

Ademas, se puede demostrar la actividad biolégica de una hormona del crecimiento humana mutante por su capaci-
dad de provocar la fosforilacién de tirosinas dependiente de la hGH en células IM-9, que proceden de un clon de
linfoblastoma humano y que expresan el receptor de la hormona del crecimiento humana en la superficie celular.
También pueden ser adecuados otros tipos de células, tales como las células MB-2 para los ensayos funcionales de
hGH. El nivel de fosforilacion de tirosinas de las proteinas celulares tras la exposiciéon a la hormona del crecimiento
humana mutante se demuestra mediante un anticuerpo monoclonal hacia la tirosina fosforilada, tal como describio
Silva et al., Endocrinology, 132: 101 (1993) y la patente de EE.UU. n° 6.238.915.

Composicion Farmacéutica y Administracion

La hormona del crecimiento humana mutante glicosilada que tiene los determinantes de oligosacéridos deseados
descrita anteriormente se puede usar como agente terapéutico para el tratamiento de una diversidad de enfermeda-
des y afecciones relacionadas con una deficiencia de la hormona del crecimiento. Las afecciones relacionadas con
el crecimiento que se pueden tratar con la hormona del crecimiento humana mutante de la presente invencion inclu-
yen: enanismo, estatura corta en nifios y adultos, caquexia/debilidad muscular, atrofia muscular general, y anormali-
dad cromosémica sexual (p.ej., sindrome de Turner). Otras afecciones que se pueden tratar mediante el uso de la
hGH mutante de la presente invencién incluyen: sindrome de intestino corto, lipodistrofia, osteoporosis, uremia,
quemaduras, infertilidad femenina, regeneracion ésea, diabetes general, diabetes tipo Il, osteo-artritis, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC), e insomnio. La hGH mutante de la invencién se puede usar también para
estimular diversos procesos de cicatrizacion, p.ej., regeneracion de tejido general, regeneracion ésea, y cicatrizacion
de heridas, o como un adyuvante de vacuna. Asi, la presente invencion también proporciona composiciones farma-
céuticas que comprenden una cantidad eficaz de la hormona del crecimiento humana mutante glicosilada, que se
produce segun los métodos descritos anteriormente.
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Las composiciones farmacéuticas de la invencion son adecuadas para el uso en una diversidad de sistemas de
administracion de farmacos. Las formulaciones adecuadas para el uso de la presente invencion se hallan en
Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Filadelfia, PA, 172 ed. (1985). Para una revision
breve de los métodos para la administracién de farmacos, véase, Langer, Science 249: 1527-1533 (1990).

Las composiciones farmacéuticas estan destinadas a la administracién parenteral, intranasal, tépica, oral, o local, tal
como mediante inyeccion subcutanea, inhalacion de aerosol, o adsorcion transdérmica, para el tratamiento profilac-
tico y/o terapéutico. Normalmente, las composiciones farmacéuticas se administran de manera parenteral, p.ej., de
manera subcutanea o intravenosa. Asi, la invencion proporciona composiciones para administracion parenteral que
comprenden la hormona del crecimiento humana mutante glicosilada disuelta o suspendida en un vehiculo acepta-
ble, preferiblemente un vehiculo acuoso, p.ej., agua, agua tamponada, solucion salina, PBS y similares. Las compo-
siciones también pueden contener detergentes tales como Tween 20 y Tween 80; estabilizantes tales como manitol,
sorbitol, sacarosa, y trehalosa; y conservantes tales como EDTA y m-cresol. Las composiciones pueden contener
sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables seglin sea necesario para aproximarse a las condiciones fisio-
I6gicas, tales como agentes de ajuste del pH y agentes tamponadores, agentes de ajuste de la tonicidad, agentes
humectantes, detergentes y similares.

Estas composiciones se pueden esterilizar mediante técnicas de esterilizacion convencionales, o se pueden filtrar de
manera estéril. Las disoluciones acuosas resultantes se pueden envasar para su uso tal como estan, o liofizadas, y
la preparacion liofilizada se combina con un vehiculo acuoso estéril antes de la administracion. El pH de las prepara-
ciones sera en general de entre 3 y 11, mas preferiblemente de 5 a 9, y lo mas preferiblemente de 7 y 8.

Las composiciones que contienen la hormona del crecimiento humana mutante glicosilada se pueden administrar
para tratamientos profilacticos y/o terapéuticos. En las aplicaciones terapéuticas, las composiciones se administran a
un paciente que ya padece una enfermedad o afeccion relacionada con la deficiencia de la hormona del crecimiento,
en una cantidad suficiente para curar o al menos detener parcialmente los sintomas de la enfermedad y sus compli-
caciones. Una cantidad adecuada para conseguir esto se define como una "dosis terapéuticamente eficaz". Las
cantidades eficaces para este uso dependeran de la gravedad de la enfermedad o afeccion y del peso y estado
general del paciente, pero generalmente oscilan de alrededor de 0,1 mg a alrededor de 2.000 mg de hormona del
crecimiento humana mutante glicosilada por dia para un paciente de 70 kg, y se usan mas frecuentemente las dosis
de alrededor de 5 mg a alrededor de 200 mg de los compuestos por dia.

En las aplicaciones profilacticas, las composiciones que contienen la hormona del crecimiento humana mutante
glicosilada de la invencion se administran a un paciente susceptible a, o que de otro modo tiene riesgo de desarro-
llar, una enfermedad particular. Tal cantidad se define como una "dosis profilacticamente eficaz". En este uso, las
cantidades precisas dependen de nuevo del estado de salud del paciente y del peso, pero generalmente oscilan de
alrededor de 0,1 mg a alrededor de 1,000 mg por paciente de 70 kilogramos, mas habitualmente de alrededor de 5
mg a alrededor de 200 mg por 70 kg de peso corporal.

Se pueden llevar a cabo administraciones simples o multiples de las composiciones con niveles y patrones de dosis
seleccionados por el médico que aplica el tratamiento. En cualquier caso, las formulaciones farmacéuticas deberian
proporcionar una cantidad de la hormona del crecimiento humana mutante glicosilada de esta invencion suficiente
para tratar de manera eficaz al paciente.

Los ejemplos siguientes se proporcionan a modo de ilustracién unicamente, y no a modo de limitacion. Los expertos
en la técnica reconoceran facilmente una diversidad de parametros que no son criticos que se podrian cambiar o
modificar para producir resultados esencialmente similares.

Ejemplo 1

La hormona del crecimiento humana se da en una diversidad de diferentes isoformas y diferentes secuencias de
aminoacidos. Las dos formas mejor caracterizadas incluyen la hGH derivada de placenta, que también se conoce
como GH-V (PDB P01242) y la hGH derivada de hipdfisis, que también se conoce como somatotropina o GH-N
(P01241); veéase la Figura 1. La hGH derivada de hipdfisis no esta glicosilada, y se produce en Escherichia coli como
un compuesto terapéutico. La hGH derivada de placenta (GH-V) tiene un sitio de glicosilacién en N en el aminoacido
140 (véase la Tabla 4 y la FIG. 1, véase la flecha).

Tabla 4. Hormona del Crecimiento Humana (GH-V), derivada de placenta; P01242 (SEQ ID N°:2)

fptiplsrlfdnamlrarrlyglaydtyqgefeeayilkegkysflgnpqgts lcfsesiptpsnrvktggksnle
llrisllligswlepvqllrsvfanslvygasdsnvyrhlkdleegiqgtlmwrledgsprtgqifngsyskfdt

kshnddallknygllycfrkdmdkvetflrivqgcrsvegscgf Tt

La hGH derivada de hipdfisis (GH-N) se puede modificar en la posicién del aminoacido 140 para introducir un sitio de
glicosilaciéon con unién en N mutando la secuencia nucleotidica que codifica este polipéptido de manera que en vez
de que codificar la lisina de tipo natural (abreviada como "k" en el aminoacido 140 de la secuencia polipeptidica de
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GH-N de la Tabla 5 y la FIG. 1, véase la flecha), la secuencia nucleotidica codificara una asparagina (abreviada "n")
en la posicion del aminoacido 140 de GH-N (véase también la FIG. 2).

Tabla 5. Hormona del Crecimiento Humana (GH-N), derivada de hipodfisis; P01241 (SEQ ID N°:1)

fptiplsrlfdnamlrahrlhqglafdtyqefeeayipkegkysflgnpgtslcfsesiptpsnreetqgksnle
lirisllligswlepvgflrsvfanslvygasdsnvydllkdleegiqtlmgrledgsprtgqi fkqgtyskfdt

nshnddallknygllycfrkdmdkvetflrivgcrsvegscgf 1

Esta hGH mutada derivada de hipdfisis, independientemente del sistema de expresién utilizado para producir este
polipéptido, se puede glicosilar después o glicoconjugar (véase el documento WO 03/31464, incorporado en la pre-
sente memoria como referencia). Preferiblemente, la hGH mutada derivada de hipdfisis se glicoPEGila, en donde un
resto de polietilen glicol (PEG) se conjuga al polipéptido de la hGH mutada derivada de hipdfisis por medio de una
unién glicosilo (véase el documento WO 03/31464, incorporado en la presente memoria como referencia). LA FIG. 3
describe la GlicoPEGilaciéon de un mutante de hGH con glicano unido en N producido en células de insecto Sf9 o
células de mamifero. Se espera que la glicoPEGilaciéon de la hGH mutante derivada de hipdfisis dé como resultado
propiedades biofisicas mejoradas, que pueden incluir, pero sin limitaciéon, una semivida mejorada, valores mejorados
del area bajo la curva (ABC), una eliminacioén reducida, y una inmunogenicidad reducida.

Ejemplo 2

Una aproximacion alternativa es crear un sitio de glicosilacién con unién en O en el polipéptido de hGH derivada de
hipdfisis. Este sitio de glicosilacién con unién en O se puede usar después como sitio en el que se puede
glicoPEGilar el polipéptido de hGH mutada mediante el uso de una enzima GalNAcT, o similar. Después se pueden
usar una o mas transferasas adicionales para anadir glicanos o glicoconjugados en ese sitio. Preferiblemente, el
polipéptido de la hGH mutada derivada de hipdfisis se glicoPEGila. La FIG. 4 describe la glicoPEGilacion de un mu-
tante de hGH con glicano unido en O producido en Escherichia coli.

Ejemplo 3

Tal como se identificd mediante la estructura cristalina de hGH y de su receptor, las regiones de giros de la proteina
de la hGH derivada de hipdfisis son las mas adecuadas para que la mutacién introduzca un sitio de glicosilacién
(FIG. 5). Especificamente, la secuencia nucleotidica que codifica los aminoacidos 1-6 (FPTIPL; SEQ ID N°:10), ami-
noacidos 48-52 (PQTSL; SEQ ID N°11), aminoacidos 59-64 (PTPSNR; SEQ ID N°12), aminoacidos 133-139
(PRTGQIF; SEQ ID N°13), aminoacidos 133-145 (PRTGQIFKQTYSK; SEQ ID N°:14), o aminoacidos 139-142
(FKQT; SEQ ID N°:15) de la secuencia de aminoacidos de hGH derivada de hipdfisis de tipo natural (véase la Tabla
5y la FIG. 1) se pueden mutar de manera que se introduzca un sitio de glicosilaciéon con unién en N o con unién en
O en el polipéptido de la hGH mutada derivada de hipéfisis resultante.

La FIG. 6 ilustra seis (6) de estos sitios de glicosilacion con unién en O introducidos. Las flechas de la Figura 6 re-
presentan cada una el residuo de treonina en el que se dara la glicosilaciéon con unién en O en el mutante de hGH
GH-N con glicano unido en O.

Las FIG. 7 y FIG. 8 ilustran cada una dos mutantes de hGH GH-N con glicano unido en O.
Ejemplo 4

Este ejemplo describe mutaciones de la secuencia de aminoacidos que introducen sitios de glicosilacién con union
en O, es decir, residuos de serina o treonina, en un sitio que contiene preferiblemente prolina de una secuencia de la
hormona del crecimiento humana de tipo natural o cualquier versién modificada de la misma.

1. Mutaciones N-terminales

En los mutantes N-terminales, el extremo N-terminal de una hGH de tipo natural, FP2TIP5LS; SEQ ID N°:16, se sus-
tituye con MXnTP?TIP°LS 0 MAPTSSXnP?TIP°LS. Los ejemplos preferidos incluyen:

MVTPTIPLS; SEQ ID N°:17

MQTPTIPLS; SEQ ID N°:18

MAPTSSPTIPLS; SEQ ID N°:19

MAPTSSSPTIPLS (extremo N-terminal de IL-2); SEQ ID N°:20
MPTTFPTIPLS; SEQ ID N°:21

MPTSSPTIPLS; SEQ ID N°:22
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MPTSSSPTIPLS; SEQ ID N°:23

2.  Sitio 1 de Mutacién Interna

En este tizpo de mutantes, el extremo N-terminal de una hGH de tipo natural, FP?TIP°LS; SEQ ID N°:24, se sustituye
con ZmP?T XnBoP°LS. Las mutaciones preferidas incluyen:

MFPTQIPLS; SEQ ID N°:25
MFPTSIPLS; SEQ ID N°:26
MFPTSSPLS; SEQ ID N°:27
MTPTQIPLS; SEQ ID N°:28
MFPTTTPLS; SEQ ID N°:29

3.  Sitio 2 de Mutacién Interna

En este tipo de mutantes, la secuencia de aminoacidos que rodea a P¥, AYIP*KEQKY; SEQ ID N°:30, se sustituye
con AZquP37OanBoApY, en el que al menos uno de Z, J, O, X, y B se selecciona independientemente de Thr o
Ser; A puede incluir Lys (K) y X puede ser Asp (D). Los ejemplos preferidos incluyen:

AYIP*TQGAY; SEQ ID N°:31
AYIP¥TSSSY; SEQ ID N°:32
AQITP¥TEQKY; SEQ ID N°:33
AYIPYTEQSY; SEQ ID N°:34

4. Sitio 3 de Mutacion Interna

En este tipo de mutantes, la secuencia de aminoacidos que rodea a P*, LQNP**QTSLC; SEQ ID N°:35, se sustituye
con LZquP480anBoLC, en el que al menos uno de Z, J, O, y X se selecciona independientemente de Thr o Ser.
Los ejemplos preferidos incluyen:

LQTP*QTSLC; SEQ ID N°:36
LQNP*TTSLC; SEQ ID N°:37

5. Sitio 4 de Mutacién Interna

En este tipo de mutantes, la secuencia de aminoacidos que rodea a P59, SESIP59TPNREET; SEQ ID N°:38, se sus-
tituye con SZmUquPngPOanBoArT, en el que al menos uno de Z, J, O, B, A, U, y X se selecciona independiente-
mente de Thr o Ser; B, A, y Z pueden incluir aminoacidos cargados. Los ejemplos preferidos incluyen:

SESTP®TPNREET; SEQ ID N°:39
SSSTP®TPNREET: SEQ ID N°:40
SESIP**TPNTEET; SEQ ID N°:41
SESIP®TPNTQET; SEQ ID N°:42
SESIPP®TPTQGAT; SEQ ID N°:43
SESIP®*TPTESST; SEQ ID N°:44
SQSTP*TPNREET; SEQ ID N°:45
SQSTP¥TPNQEET; SEQ ID N°:46
SESTP®TPTSSST; SEQ ID N°:47

6. Sitio 5 de Mutacién Interna

En este tipo de mutantes, la secuencia de aminoacidos que rodea a Peg, SWLEPBQVQFLRS; SEQ ID N°:48, se sus-
tituye con SZmUquPsgoanBoAr)\tS, en el que al menos uno de Z, U, J, O, B, y X se selecciona independiente-
mente de Thr o Ser; J y A pueden incluir aminoacidos cargados. Los ejemplos preferidos incluyen:
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SWLEP®TQGLRS; SEQ ID N°:49
SWLEP®*TQGATS; SEQ ID N°:50
SSQTP®*VQFLRS; SEQ ID N°:51
SWLEP®TSSLSS; SEQ ID N°:52
SMVTP'®VQFLRS; SEQ ID N°:53

7. Sitio 6 de Mutacién Interna

En este tipo de mutantes, la secuencia de aminoacidos que rodea a Pm, EDGSP133RTGQIF; SEQ ID N°:54, se ha
sustituido con EZmUquP1330anBoAr)\tF, en el que al menos uno de Z, U, J, O, B, y X se selecciona independien-
temente de Thr o Ser. Los ejemplos preferidos incluyen:

EDGSP™*TTGQIF; SEQ ID N°:55
EDGSP™*NTGQIF; SEQ ID N°:56
EDGSP™*TQGQIF; SEQ ID N°:57
EDGSP™*TVGQIF; SEQ ID N°:58
EDGSP™*TTTQIF; SEQ ID N°:59
EDGSP'*TSSQIF; SEQ ID N°:60
EDGSP'**TTQGIF; SEQ ID N°:61
EDGSP™*QTGAQIF; SEQ ID N°:62
EDGTP'*NTGQIF; SEQ ID N°:63
EDQTP'*NTGQIF; SEQ ID N°:64

8.  Sitio 7 de Mutacién Interna

En este tipo de mutantes, la secuencia de aminoacidos que rodea a PMO, GQIFKMOQTYS; SEQ ID N°:65, se susti-
tuye con GZmUquArMOOanBoS, en el que al menos uno de Z, U, J, O, B, y X se selecciona independientemente
de Thr o Ser. Los ejemplos preferidos incluyen:

GQIFN'QTYS; SEQ ID N°:66
GQIFN'ITYS; SEQ ID N°:67

GQIFP'*’QTSS; SEQ ID N°:68
GQIFP™TTTS; SEQ ID N°:69
GQITP™QTYS; SEQ ID N°:70
GQIFT'QTYS; SEQ ID N°:71
GQIST™QTYS; SEQ ID N°:72
GQIPT™TTYS; SEQ ID N°:73

9. Mutaciones C-terminales

En este tigo de mutantes, la secuencia de aminoacidos del extremo C-terminal de una hGH de tipo natural,
VEGSCG'*°F; SEQ ID N°:74, se sustituye con VEGSCG'*®PXnBoZmUsP, en el que al menos uno de Z, U, B, y X se
selecciona independientemente de Thr o Ser. Los ejemplos preferidos incluyen:

VEGSCGPTTTP; SEQ ID N°:75
VEGSCGPTSSP; SEQ ID N°:76
VEGSCGPTQGAMP; SEQ ID N°:77

VEGSCGPTTIP; SEQ ID N°:78
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VEGSCGPMVTP; SEQ ID N°:79

En todos los casos anteriores, X, Z, B, A, J, U, O, y A se seleccionan independientemente de E (glutamato), cualquier
aminoacido sin carga o combinacién de dipéptidos que incluye M, F, MF, y similares; m, n, 0, p, q, 1, s, y t se selec-
cionan independientemente de nimeros enteros de 0 a 3. En todos los casos, la Met N-terminal puede estar pre-
sente o ausente en cualquier mutante de hGH. La numeracién de los residuos de aminoacidos se basa en la se-
cuencia inicial sin modificar en la que el residuo mas a la izquierda se numera como 1. La numeracion de los
aminoacidos sin modificar permanece sin cambios tras la modificacion. Puede haber presentes mas de una de las
modificaciones de secuencias anteriormente descritas en un mutante de hGH de la presente invencion.
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Leu Ser
Gln Leu
Lys Glu

Phe Ser
55

Lys Ser
70

Trp Leu
Val Tyr
Glu Glu
Arg Thr

135

Ser His
150

Phe Arg

Cys Arg

185

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<223> hormona del crecimiento humana, mutante 1

Arg
Ala
Gln
40

Glu
Asn
Glu
Gly
Gly
120
Gly
Asn

Lys

Ser

Leu
Tyr
25
Lys
Serx
Leu
Pro
Ala‘
105
Ile
Gln
Asp

Asp

Val

58

Phe
10

Asp

Tyr

Ile

Glu

val

90

Ser

Gln

Ile

Asp

Met

170

Glu

Asp

Thr

Ser

Pro

Leu

75

Gln

Asp

Thr

Phe

Ala

155

Asp

Gly

190

Asn

Tyr

‘Phe

Thr

€0

Leu

Leu

Ser

Leu

Asn
140

Leu

Lys

Ser

Ala

Gln

Leu
45

Pro
Arg
Leu
Asn
Met
125
Gln
Leu

val

Cys

Met
Glu
30

Gln
Ser
Ile
Arg
Val
110
Trp
Ser
Lys

Glu

Gly

Leu

15

Phe

Asn

Asn

Ser

Serx

95

Tyx

Arg

Tyr

Asn

Thr

175

Phe

Arg

Glu

Pro

Arg

Leu

80

val

Arg

Leu

Ser

Tyr

160

Phe



ES 2380093 T3

<400> 3

Phe Pro Thr Ile Pro Leu Ser Arg Leu Phe Asp Asn Ala Met Leu Arg
1 5 10 15

Ala His Arg Leu His Gln Leu Ala Phe Asp Thr Tyr Gln Glu Phe Glu
20 25 30

Glu Ala Tyr Ile Pro Lys Glu Gln Lys Tyr Ser Phe Leu Gln Asn Pro
35 40 . 45

Gln Thr Ser Leu Cys Phe Ser Glu Ser Ile Pro Thr Pro Ser Asn Arg
50 55 60

Glu Glu Thr Gln Gln Lyé Ser Asn Leu Glu Leu Leu Arg Ile Ser Leu
65 70 ' 15 80

Leu Leu Ile Gln Ser Trp Leu Glu Pro Val Gln Phe Leu Arg Ser Val
85 90 95

Phe Ala Asn Ser Leu Val Tyr Gly Ala Ser Asp Ser Asn Val Tyr Asp
100 108 110

Leu Leu Lys Asp Leu Glu Glu Gly Ile Gln Thr Leu Met Gly Arg Leu
115 120 125

Glu Asp Gly Ser Pro Thr Thr Thr Gln Ile Phe Lys Gln Thr Tyr Ser
130 i35 140

Lys Phe Asp Thr Asn Ser His Asn Asp Asp Ala Leu Leu Lys Asn Tyr
145 150 i 155 160

Gly Leu Leu Tyr Cys Phe Arg Lys Asp Met Asp- Lys Val Glu Thr Phe
165 170 . 175

Leu Arg Ile Val Gln Cys Arg Ser Val Glu Gly Ser Cys Gly Phe
180 185 190

<210> 4

<211> 194

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<223> hormona del crecimiento humana, mutante 2 (unida mediante O, terminada en N))

59
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<400> 4

ES 2380093 T3

Pzo Thr Thr Phe Pro Thr Ile Pro Leu Ser Arg Leu Phe Asp

1

Met
Glu
Gln
Ser
65
Ile
* Arg
val
Gly
Thr
145
Lys

Glu

Gly

<210>5

Leu

Phe

Asn

S0

Asn

Ser

Ser

-Tyr

Arg
130

Tyr

Asn

Thr-

Phe

<211> 191
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

Arg

Glu

35

Pro

Arg

Leu

val

Asp

115

Leu

Ser

Tyx

Phe

Ala

20

Glu

Gln

Glu

Leu

Phe

100

Leu

Glu

Lys

Leu
180

5

His

Ala

Thr

Glu

Leu

.85

Ala

Leu

Asp

Phe

Leu
165

Arg

Tyr

Ser

Thr

70

Ile

Asn

Lys

Gly

Asp

150

Leu

Ile

Leu
Ile
Leu
95

Gln

Gln

Sef

Asp
Serx
135
Thr
Tyr

val

His
Pro
40

Cys
Gln
Ser
Leu
Leu
120

?ro

Asn

Cys

Gln

<223> hormona del crecimiento humana, mutante 3

Gln
25

Lys
Phe
Lys
Trp
Val
105
Glu
Arxrg

Ser

Phe

Cys

185

60

10

Leu Ala Phe Asp

Glu Gln Lys Tyr
45

Ser Glu Ser 1Ile
60

Ser Asn Leu .Glu
75

Leu Glu Pro Val
90

Tyr Gly Ala Ser
Glu Gly Ile Gln
125

Thr Gly Gln Ile
140

His Asn Asp Asp
155-

Arg Lys Asp Met
170

Arg Ser Val Glu

Thr
30

Ser
Pro
Leu
Gln
Asp
110

Thr

Phe

Ala

Asp

Gly
190

Asn

15

Tyr
Phe
Thr
Leu
Phe
95

Ser

Leu

‘Lys

Leu

Lys
175

Ser

Ala

Gln
Leu
Pro
Arg
80
Leu
Asn
Met
Gln
Leu,
160

val

Cys
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ES 2380093 T3

<400> 5

Phe Pro Thr Ile Pro Leu Ser Arg Leu
1 5

_Ala His Arg Leu His Gln Leu Ala Phe
. 20 25

Glu .Ala Tyr Ile Pro Lys Glu Gln Lys
35 40

Gln Thr Ser Leu Cys Phe Ser Glu Ser

50 55

Glu Glu Thr Gln Gln Lys Ser Asn Leu
65 70

Leu Leu Ile Gln Ser Trp Leu Glu Pro
85

Phe Ala Asn Ser Leu Val Tyr Gly Ala
100 105

Leu Leu Lys Asp Leu Glu Glu Gly Ile
115 120

Glu Asp Gly Ser Pro Thr Thr Gly Gln
130 - 135

Lys Phe Asp Thr Asn Ser His Asn Asp
145 150

Gly Leu Leu Tyr Cys Phe Arg Lys Asp
165

Leu Arg Ile Val Gln Cys Arg Ser Val
180 185

<210>6

<211> 193

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220> , ,
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

Phe
10
Asp

Tyr

Ile

Glu

val

90

Ser

Gln

Ile

Asp

Met

170

Glu

Asp Asn

Thr Tyr

Ser Phe

Pro Thr_

Leu
75

Gln

Asp

Thr

Phe-

Ala
155

Asp

Gly

60

Leu

Phe

Ser

Leu

Lys

140

Leu

Lys

Ser

Aié Met
Gln Glu
30 -

Leu Gln
45

Pro Ser

Arg Ile
Leu Arg

Asn Val
110

Met Gly
125

Gln Thr
Leu Lys

vVal Glu

Cys Gly
190

<223> hormona del crecimiento humana, mutante 4 (unida mediante O, terminada en N)

61

Leu

15

Phe

Asn

Asn

Ser

Ser

95

Tyr

Arg

Tyr

Asn

Thr

175

Phe

Arg

Glu

Pro

Arg

Leu

80

Val

Asp

Leu

Ser

Tyr

160

Phe
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<400> 6

Met
1l
Leu
Phe
Asn
Asn
65
Ser

Ser

Tyr

Arg
Tyr
145
Asn

Thr

Phe

Val
Arg
Glu
Pro
50

Arg
Leu

val

Asp

Leu
130
Ser

Tyr

Phe

<210>7
<211> 193
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA

Thr

Ala

Glu

35

Gln

Glu

Leu

Phe

Leu

115

Glu

Lys

Gly

Leu

Pro

His

20

Ala

Thr

Glu

Leu

Ala

100

Leu

Asp

Phe

Leu

Arg
180

Thr

Arg

Tyr

Ser

Thr

Ile

85

Asn

Lys

Gly

Asp

Leu -

165

Ile

Ile
Leu
Ile
Leu
Gln
70

Gln
Ser

Asp

Ser

Thr
150

Tyr

val

ES 2380093 T3

Pro
His
Pro
Cys
55

Gln
Ser

Leu

Leu

Pro
135

Asn

Cys

Gln

Leu

Gln

Lys

40

Phe

Lys

Trp

Val

Glu
120

Arg

Ser

Phe

Cys

<223> hormona del crecimiento humana, mutante 5

Ser

Leu

25

Glu

Ser

Ser

Leu

Tyr

105

Glu

Thr

His

Arg

Arg
185

62

Arg
10 .
Ala
Gln
Glu
Asn
Glu
90

Gly

Gly

Gly
Asn
Lys

170

Ser

Leu

Phe

Lys

Ser

Leu

7S

Pro

Ala

Ile

Gln
Asp
155

Asp

Val

Phe
Asp
Tyr
Ile
60

Glu

val

Serx

Gln

Ile
140
Asp

Met

Glu

Asp

Thr

Ser

45

Pro

Leu

Gln

Asp

Thr
125

Phe

Ala

Asp

Gly

Asn
Tyr
30

Phe
Thr
Leu
Phe
Ser

110

Leu
Lys
Leu

Lys

Ser
190

Ala
15

Gln
Leu
Pro
Axg
Leu
95

Asn

Met

Gln
Leu
val

175

Cys

Met
Glu
Gln
Ser
Ile
80

Arg

val

Gly

Thr
Lys
160

Glu

Gly
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<400>7

Met
1

Leu’

Phe

Asn

Asn

65

Ser

Ser

Tyr

Arg

Tyr

145

Asn

Thr

Phe

val

Arg

Glu

Pro

50

Arg

Leu

val

Asp

Leu

130

Ser

Tyr

Phe

<210>8

<211>

192

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

Thr

Ala

Glu

35

Gln

Glu

Leu

Phe

Leu

115

Glu

Lys

Gly

Pro

His

20

Ala

Thr

Glu

Leu

Ala

100

Leu

Asp

Phe

Leu

Thr
Arg
Ty
Ser
Thr
Ile
85

Asn
Lys
Gly

Asp

Leu

165

Ile

Leu

Ile

Leu

Gln

70

Gln

Ser

Asp

Serx

Thr
150

Tyr

ES 2380093 T3

Pro

His

Pro

Leu

Gln

Lys

- 40

Cys
55

Gln
Ser
Leu
Leu
Pro
135

Asn

Cys

Phe

Lys

Trp

Val

Glu

120

Arg

Ser

Phe

Ser Arg’

10

Leu Ala
25

Glu Gln
Sexr Glu
Ser Asn
Leu Glu

90
Tyr Gly
105
Glu Gly
Thr Gly

His Asn

Arg Lys

170

Lgu
Phe
Lys
Ser
Leu
75

Pro
Ala
Ile
Gln
Asp

155

Asp

Phe

Asp

Tyx

Ile

60

Glu

Val

Ser

Gln

Ile

.140

Asp

Met

Asp

Thr

Ser

45

Pro

Leu

Gln

Asp

Thr

125

Phe

Ala

Asp

Asn

Tyr

30

Phe

Thr

Leu

Phe

Ser

110

Leu

Lys

Leu

Lys

Ala
15

Gln
Leu
Pro
Arg
Leu
95

Asn
Met
Gln
ﬂeu

val

175

Met
Glu
Gln
Ser
Ile
80
Arg
val-
Gly
Thr
Lys

160

Glu

Leu Arg Ile Val Gln Cys Arg Ser Val Glu Gly Ser Cys Gly
190

180

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<223> hormona del crecimiento humana, mutante 6

185

63



<400> 8

Met
1
Arg
Glu
Pro
Arg
Leu
Val
Asp
Leu
Ser
145

Tyr

Phe

Phe

Ala

Glu

Gln

50

Glu

Leu

Phe

Leu

Glu

130

Lys

Gly

Leu

<210>9

<211> 192
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

Pro

His

Ala

35

Thr

Glu

Leu

Ala

Leu

115

Asp

Phe

Leu

Arg

Thr

Arg

Tyx

Ser

Thr

Ile

Asn

100

Gly

Asp

Leu

Ile>

180

Iie
Leu
Ile
Leu
Gln
Gln
85

Ser

Asp

Ser

Thr

Tyrx
165

val

Pro

His

Pro

Cys

Gln

70

Ser

Leu

Leu

Pro

Asn

150

Cys

Gln

ES 2380093 T3

Leu

Gln

Lys

Phe

55

Lys

Trp

Val

Glu

Thr

135

Ser

Phe

Cys

<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<223> hormona del crecimiento humana, mutante 7

Ser
Leu
Glu
40

Ser
Ser
Leu
Tyr
Glu
120
Val
His
Arg

Arg

Arg

Ala

25

Gln

Glu

Asn

Glu

Gly

105

Gly

Gly

Asn

Lys

Ser
185

64

Leu

10

Phe

Lys

Ser

Leu

Pro

90

Ala

Ile

Gln

Asp

Asp

170

val

Phe
Asp
Tyr
Ile
Glu
15

Val
Ser
Gln
Ile
Asp
158

Met

Glu

Asp

Thr

Ser

Pro
60

Leu-

Gln

Asp

Thr

Phe

140

Ala

Asp

Gly

Asn

Tyr

Phe

45

Thr

Leu

Phe

Ser

Leu

125

Lys

Leu

Lys

Ser

Ala
Gln
30

Leu
Pro
Arg
Leu
Asn
110
Met

Gln

Leu

val

Cys
190

Met

15

Glu

Gln

Ser

Ile

Arg
95

Val
Gly
Thr
Lys
Glu

175

Gly

Leu
Phe
Asn
Asn
Ser
80

Ser
Tyr
Arg
Tyr
Asn
160

Thr

Phe



ES 2380093 T3

<400> 9

Met Phe Pro Thr Ile Pro Leu Ser Arg Leu Phe Asp Asn Ala Met Leu
1 S : 10 15 '

Arg Ala His Arg Leu His Gln Leu Ala Phe Asp Thr Tyr Gln Glu Phe

Glu Glu Ala Tyr Ile Pro Lys Glu Gln Lys Tyr Ser Phe Leu Gln Asn
35 40 45

Pro Gln Thr Ser Leu Cys Phe Ser Glu Ser Ile Pro Thr Pro Ser Asn
50 55 60

Arg Glu Glu Thr Gln Gln Lys Ser Asn Leu Glu Leu Leu Arg Ile Ser
65 70 75 80

Leu Leu Leu Ile Gln Ser Trp Leu Glu Pro Val Gln Phe Leu Arg Ser
85 90 - 95

Val- Phe Ala Asn Ser Leu Val Tyr Gly Ala Ser Asp Ser Asn Val Tyr
100 105 110

Asp Leu Leu Lys Asp Leu Glu-Glu Gly Ile Gln Thr Leu Met Gly Arg
115 120 125

Leu Glu Asp Gly Ser Pro Thr Thr Thr Gln Ile Phe Lys Gln Thr Tyr
130 135 140

Ser Lys Phe Asp Thr Asn Ser His Asn Asp Asp Ala Leu Leu Lys Asn
145 150 155 160

Tyr Gly Leu Leu Tyr Cys Phe Arg Lys Asp Met Asp Lys Val Glu Thr
165 170 .175.

Phe Leu Arg Ile Val Glnles Arg Ser Val Glu Gly Ser Cys Gly Phe
180 . 185 190

<210> 10
<211>6
5 <212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 10

Phe Pro Thr 1le Pro Leu
1 5

<210> 11
10 <211>5
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 11
Pro Gln Thr Ser Leu

15 1 S

65
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ES 2380093 T3

<210> 12

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12
Pro Thr Pro Ser Asn Arg
1 S

<210> 13

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Pro Arg Thr Gly Gln Ile Phe
1 5

<210> 14

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Pro Arg Thr Gly Gln Ile Phe Lys Gln Thr Tyr Ser Lys

1 S

<210> 15

<211> 4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15
Phe Lys Gln Thr
1

<210> 16

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Phe Pro Thr Ile Pro Leu Ser

1 5

<210> 17

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes con N terminal

<400> 17

Met Val Thr Pro .Thr Ile Pro Leu Ser

1 5

<210> 18
<211>9
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<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes con N terminal

<400> 18
Met Gln Thr Pro Thr Ile Pro Leu Ser
1 5

<210> 19

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes con N terminal

<400> 19

Met'Ala Pro Thr Ser Ser Pro Thr Ile Pro Leu Ser

1 S 10

<210> 20

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes con N terminal

<400> 20

Met Ala Pro Thr Ser Ser Ser Pro Thr Ile Pro Leu Ser

1 S 10

<210> 21

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes con N terminal

<400> 21

Met Pro Thr Thr Phe Pro Thr Ile Pro Leu Ser

1 _ 5 10

<210> 22

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> mutantes con N terminal

<400> 22
Met Pro Thr Ser Ser Pro Thr Ile Pro Leu Ser
1 S 10

67



10

15

20

25

30

35

40

<210> 23

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mutantes con N terminal

<400> 23

Met Pro Thr Ser Ser Ser Pro Thr Ile Pro Leu Ser

1

<210> 24

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24

5

ES 2380093 T3

Phe Pro Thr Ile Pro Leu Ser

1

<210> 25

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 25

S

10

Met Phe Pro Thr Gln Ile Pro Leu Ser,

1

<210> 26

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 26

5

Met Phe Pro Thr Ser Ile Pro Leu Ser

1

<210> 27

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 27

Met_ Phe Pro Thr Ser Ser Pro Leu Ser

1

<210> 28
<211>9

5

5
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ES 2380093 T3

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 28

Met Thr Pro Thr Gln Ile Pro Leu Ser
1 S

<210> 29

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> mutantes

<400> 29

Met Phe Pro Thr Thr Thr Pro Leu Ser
1 5

<210> 30

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30
Ala Tyr Ile Pro Lys Glu Gln Lys Tyr
1 5

<210> 31

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 31
Ala Tyr Ile Pro Thr Gln Gly Ala Tyr
1 5 ’

<210> 32

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 32
Ala Tyr Ile Pro Thr Ser Ser Ser Tyr
1 5

<210> 33

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

69



10

15

20

25

30

35

ES 2380093 T3

<220>
<223> mutantes

<400> 33

Ala Gln Ile Thr Pro Thr Glu Gln Lys Tyr
1 5 ‘ 10

<210> 34

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 34

Ala Tyr Ile Pro Thr Glu Gln Ser Tyr
1 ) '

<210> 35

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35
Leu Gln Asn Pro Gln Thr Ser Leu Cys
1 ' 5

<210> 36

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 36
Leu Gln Thr Pro Gln Thr Ser Leu Cys
1 5

<210> 37

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 37
Leu Gln Asn Pro Thr Thr Ser Leu Cys
1 5

<210> 38

<211> 12

<212> PRT
<213> Homo sapiens
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<400> 38
Ser Glu Ser Ile Pro Thr Pro Asn Arg Glu Glu Thr
1 ' 5 10

<210> 39

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> mutantes

<400> 39
Ser Glu Ser Thr Pro Thr Pro Asn Arg Glu Glu Thr
1 5 10

<210> 40

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 40
Ser Ser Ser Thr Pro Thr Pro Asn Arg Glu Glu Thr
1 5 10

<210> 41

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 41

Ser Glu Ser Ile Pro Thr Pro Asn Thr Glu Glu Thr
1 5 10

<210> 42

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> mutantes

<400> 42

Ser Glu Ser Ile Pro Thr Pro Asn Thr Gln Glu Thr
1 5 10

<210> 43

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> mutantes

<400> 43

Ser Glu Ser Ile Pro Thr Pro Thr Gln Gly Ala Thr
1 5 10

<210> 44

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 44
Ser Glu Ser Ile Pro Thr Pro Thr Glu Ser Ser Thr
1 5 10

<210> 45

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 45

Ser Gln Ser Thr Pro Thr Pro Asn Arg Glu Glu Thr
1 5 10

<210> 46

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 46

Ser Gln Ser‘ Thr Pro Thr Pro Asn Gln Glu Glu Thr
1 5 10

<210> 47

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 47
Ser Glu Ser Thr Pro Thr Pro Thr Ser Ser Ser Thr
1 5 10

<210> 48

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 48

Ser Trp Leu Glu Pro Val Gln Phe Leu Arg Ser

1 5 10

<210> 49

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> mutantes

<400> 49

Ser Trp Leu Glu Pro Thr Gln Gly Leu Arg Ser

1 5 10

<210> 50

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> mutantes

<400> 50

"Ser Trp Leu Glu Pro Thr Gln Gly Ala Thr Ser

1 5 10

<210> 51

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 51

Ser Ser Gln Thr Pro Val Gln Phe Leu Arg Ser
1 5 . C 10

<210> 52

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 52
Ser Trp Leu Glu Pro Thr Ser Ser Leu Ser Ser
1 5 - 10

<210> 53

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> mutantes

<400> 53

Ser Met Val Thr Pro Val Gln Phe Leu Arg Ser
1 5 10

<210> 54

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 54
Glu Asp Gly Ser Pro Arg Thr Gly Gln Ile Phe
1 5 10

<210> 55

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 55
Glu Asp Gly Ser Pro Thr Thr Gly Gln Ile Phe
1 5 10

<210> 56

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 56
Glu Asp Gly Ser Pro Asn Thr Gly Gln Ile Phe
1 5 . 10

<210> 57

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 57
Glu Asp Gly Ser Pro Thr Gln'Gly Gln Ile Phe
1 5 10 '

<210> 58

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> mutantes

<400> 58

Glu Asp Gly Ser Pro Thr Val Gly Gln Ile Phe
1 5 ' 10

<210> 59

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> mutantes

<400> 59

Glu Asp Gly Ser Pro Thr Thr Thr Gln Ile Phe
1 : 5 10

<210> 60

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 60

Glu Asp Gly Ser Pro Thr Ser Ser Gln Ile Phe
1 5 10

<210> 61

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 61
Glu Asp Gly Ser Pro Thr Thr Gln Gly Ile Phe
1 5 10

<210> 62

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 62
Glu Asp Gly Ser Pro Gln Thr Gly Gln Ile Phe
1 - 10

<210> 63

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> mutantes

z00> 63
Glu Asp Gly Thr Pro Asn Thr Gly Gln Ile Phe
1 5 10

<210> 64

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 64

Glu Asp Gln Thr Pro Asn Thr Gly Gln Ile Phe
1 S 10

<210> 65

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 65

Gly Gln Ile Phe Lys Gln Thr Tyr Ser
1 5

<210> 66

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes
<400> 66

Gly Gln Ile Phe Asn Gln Thr Tyr Ser
1 5

<210> 67

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> mutantes
<400> 67
Gly Gln Ile Phe Asn Ile Thr Tyr Ser
1 5

<210> 68

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes
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<400> 68
Gly Gln Ile Phe Pro Gln Thr Ser Ser
1 5

<210> 69

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> mutantes

<400> 69
Gly Gln Ile Phe Pro Thr Thr Thr Ser
1 5

<210>70

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 70
Gly Gln Ile Thr Pro Gln Thr Tyr Ser
1. 5 -

<210> 71

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 71
Gly Gln Ile Phe Thr Gln Thr Tyxr Ser
1 5

<210> 72

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 72

Gly Gln Ile Ser Thr Gln Thr Tyr Ser
1 5
<210>73
<211>9

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> mutantes
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Gly Gln Ile Pro Thr Thr Thr Tyr Ser

1

<210> 74

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 74

5

vVal Glu Gly Ser Cys Gly Phe

1

<210> 75

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 75

val Glu Gly Ser Cys Gly Pro Thr Thr Thr Pro

1

<210> 76

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 76

1

<210> 77

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

<400> 77

val Glu Gly Ser Cys Gly Pro Thr Gln Gly Ala Met Pro

1

<210>78

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> mutantes

S

5

5

S

78

10

Val Glu Gly Ser Cys Gly Pro Thr Ser Ser Pro

10

10
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<400> 78
Val Glu Gly Ser Cys Gly Pro Thr Thr Ile Pro
1 5 10

<210> 79

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> mutantes

<400> 79

Val Glu Gly Ser Cys Gly Pro Met Val Thr Pro
1 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Un &acido nucleico aislado que comprende una secuencia polinucleotidica que codifica una hormona del creci-
miento humana mutante, en el que la hormona del crecimiento humana mutante comprende un sitio de glicosilacion
con union en O recién introducido que no existe en la hormona del crecimiento humana de tipo natural correspon-
diente, en el que dicho sitio de glicosilacién con unién en O recién introducido esta en un residuo de treonina, y en el
que dicho sitio de glicosilacion con unién en O recién introducido esta localizado en una region de la hormona del
crecimiento mutante que corresponde a SEQ ID N°s: 10, 13, 14 6 15.

2. Un casete de expresion que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 1.
3. Una célula que comprende el acido nucleico de la reivindicacién 1.

4.  Una hormona del crecimiento humana mutante, que comprende un sitio de glicosilacion con unién en O recién
introducido que no existe en la hormona del crecimiento humana de tipo natural correspondiente, en la que dicho
sitio de glicosilacion con unién en O recién introducido esta en un residuo de treonina, y en la que dicho sitio de
glicosilacion con unién en O recién introducido esta localizado en una region de la hormona del crecimiento mutante
que corresponde a SEQ ID N°s: 10, 13, 14 6 15.

5. La hormona del crecimiento humana mutante de la reivindicacion 4, que comprende un polimero hidrosoluble
unido a dicho sitio de glicosilacién con unién en O recién introducido por medio de un ligador de glicosilo, en el que
dicho ligador de glicosilo es un ligador de glicosilo intacto.

6. Lahormona del crecimiento humana mutante de la reivindicacién 4 6 5 para el uso como un medicamento.

7. Un método para producir una hormona del crecimiento humana mutante, que comprende un sitio de glicosila-
cién con unién en O recién introducido que no existe en la hormona del crecimiento humana de tipo natural corres-
pondiente, en la que dicho sitio de glicosilacién con unién en O recién introducido esta en un residuo de treonina, y
en la que dicho sitio de glicosilacion con unién en O recién introducido esta localizado en una regién de la hormona
del crecimiento mutante que corresponde a SEQ ID N°%: 10, 13, 14 6 15, que comprende las etapas de:

(a) producir de manera recombinante la hormona del crecimiento humana mutante; y

(b) glicosilar la hormona del crecimiento humana mutante en el sitio de glicosilacion recién introducido.

8. El método de la reivindicacién 7, en el que la hormona del crecimiento humana mutante comprende mas de un
sitio de glicosilacion recién introducido.

9. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de una hormona del crecimiento humana
mutante segun la reivindicacion 4 6 5.

10. El uso de una hormona del crecimiento humana mutante, en el que la hormona del crecimiento humana mu-
tante comprende un sitio de glicosilacién con unién en O recién introducido que no existe en la hormona del creci-
miento humana de tipo natural correspondiente, en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una
deficiencia de la hormona del crecimiento humana en un paciente, en el que dicho sitio de glicosilaciéon con unién en
O recién introducido esta en un residuo de treonina, y en el que dicho sitio de glicosilacion con unién en O recién
introducido esta localizado en una region de la hormona del crecimiento mutante que corresponde a SEQ ID N°s: 10,
13,14 6 15.

11.  Un método para producir un glicoconjugado de una hormona del crecimiento humana mutante, que comprende
un sitio de glicosilacién con unién en O recién introducido que no existe en la hormona del crecimiento humana de
tipo natural correspondiente, en la que dicho sitio de glicosilacién con unién en O recién introducido esta en un resi-
duo de treonina, y en la que dicho sitio de glicosilacion con unién en O recién introducido esta localizado en una
region de la hormona del crecimiento mutante que corresponde a SEQ ID N°s: 10, 13, 14 6 15, que comprende las
etapas de:

(a) producir de manera recombinante la hormona del crecimiento humana mutante, y

(b) glicosilar enzimaticamente la hormona del crecimiento humana mutante con un carbohidrato modificado en
el sitio de glicosilacion recién introducido.

12. El método de la reivindicacién 11, en el que el carbohidrato modificado se modifica con un miembro seleccio-
nado de poli(etilen glicol) y m-poli(etilen glicol).

13. El acido nucleico de la reivindicacién 1, la hormona del crecimiento mutante de la reivindicacion 4 6 5, el mé-
todo de la reivindicacién 7 6 8, la composicidn de la reivindicacion 9, el uso de la reivindicacion 10, o el método de la
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reivindicacion 11 6 12, en los que la hormona del crecimiento humana de tipo natural correspondiente tiene la se-
cuencia de aminodacidos de SEQ ID N°: 1 0 SEQ ID N°: 2.

14. El acido nucleico de la reivindicacion 1, la hormona del crecimiento mutante de la reivindicacién 4 6 5, el mé-
todo de la reivindicacién 7 6 8, la composicién de la reivindicacién 9, el uso de la reivindicacion 10 o el método de la
reivindicacion 11 6 12, en los que el sitio de glicosilacion recién introducido esta cerca de un residuo de prolina.

15. El acido nucleico de la reivindicacion 1, la hormona del crecimiento mutante de la reivindicacién 4 6 5, el mé-
todo de la reivindicacion 7 6 8, la composicion de la reivindicacién 9, el uso de la reivindicacién 10 o el método de la
reivindicacion 11 6 12, en los que el sitio de glicosilacion recién introducido esta cerca de un residuo de prolina que
esta localizado en la posicion 2, 5, 133 6 140 de SEQ ID N°: 1 o SEQ ID NO:2.

16. El acido nucleico de la reivindicacion 1, la hormona del crecimiento mutante de la reivindicacién 4 6 5, el mé-
todo de la reivindicacién 7 6 8, la composicidn de la reivindicacion 9, el uso de la reivindicacion 10, o el método de la
reivindicacion 11 6 12, en los que la hormona del crecimiento humana mutante comprende la secuencia de aminoa-
cidos de SEQID N°: 3,4,5,6,7,8,009.

17. El acido nucleico de la reivindicacién 1, la hormona del crecimiento mutante de la reivindicacién 4 ¢ 5, la
composicion de la reivindicacion 9, el uso de la reivindicacién 10 o el método de la reivindicacién 11 6 12, en los que
la hormona del crecimiento humana mutante comprende mas de un sitio de glicosilacién recién introducido.

18. Un péptido de hGH codificado por el acido nucleico de la reivindicacion 1.

19. La hormona del crecimiento humana mutante de la reivindicacién 4 6 5 para el uso en el tratamiento de una
deficiencia de la hormona del crecimiento humana en un paciente.

81



ES 2380093 T3

N U@ opiun
ouedl|9

[

J6asBan S10bALI SANPLIPNILO >=m>§=m ppuysIPM SAsbuyibb)
ammcm_EE [ibi6as|py [ytAauspse BAAISuBAS Jjibadaims bijjisui) ajusybbiya
lusdidisas jojsibduby jsAbayjiA eaajabAipA elbAael weupjusid ndy

(eueoeld) A-HD 3
=

N U8 opiun.

oueoyo =P :m\

1BOSBOA SI0bALI SAYPLUPNLD ABAUN|E ppuySUIp sA1bybB)
1dsBpoejbuw jibibos|py |IpAruspse BAAjsuR)As Jybadaims bijjisuy sjusybbies
Jusdidises U,o_m%acc_ 1sibaydiA esajebAip) elbyuyel EmcEcm_a ndy

Am_w%a_;v N-HO

82



ES 2380093 T3

o

Jusy e w1SATE

Fig. 2

83



ES 2380093 T3

93d-VS-dIND ‘€[eDELS
esepijels

f\.ic“.mgﬂ\‘h
9p sopeALIap
souedl|b-N

yac’

=y

f I*I—O\O

93d-VS-dND -€[eDELS -
le9-dan -LLe9 -
OVN2I9-dan :L-INO -

O/ O
m\ \0FD) VHvT Ul

9p sopeALIap
o souedl|b-N

Fig. 3

84



ES 2380093 T3

93d-VS-dIND -1LOVNIEDILS -
d¥NIeD-ddn 2L 2¥N[eo -

1109 '3 9p
epeALIap eulajoid

Fig. 4

85



ES 2380093 T3

Unionen O
‘Unidnen O

N|

V 4

ion en

Un

:
E

o
c
@
c

.0
=
-

Fig. 5

86



ES 2380093 T3

JBosbon Bogc_r aAYPLUPHIJO >__m>cx__.m ppuysuippy sAibynbby
1dsBpaj B jbibos|py [IpAAuspse BAAjsueAS Jjjbadaims bijjisi) ajusybbies
Jusdidisas jojsibduby jshyba)diA easebAips eibyyel weupssid 1dy

(sisyodiH) N-HO

'

§6osBoA s1obALl SAYPWPNLD AjIBAUN e ppUYSUIPH

ww;

Mib

¢

ma

sBpapibw [3bibas|py lIpAAuspse BAajsueias Jigbadams biyjsul ojusybbiea

))1did fisas u,o__mﬁ.a_c_ b| jsAxbaydiA easjoblips elbupyel Weupj|s|

¥ I

djd

}

nd

1

4

us uQIoe(ISoID) N-HO

Fig. 6

87



ES 2380093 T3

A908 DANSHIOA THTATHAN AN AD X TIOANNTTYAONHSNL
ADI2S9ANSHIOA TITALIAMNANDI NI I X TIDANNTIVAUGNH S NL
JOOSHHASHODA IYTALIAIANAIFIDXTIOANITIVAANHS NI
A92SDINSUDIOATITALIANANDITAD X TTIOKADITIVAANHS NI
V6T . TST
ADISAIONAT ODLAA SOAT TIOWIIO I DIT TN TIAXANSASYOAATSNY
QINSALONA 10918 dSOHATTIOWILO IDAF TN TIAAANSASYOAATSNY
QAN SALONA TOOIN ASOAETIONTLO IDAATMI T TAKANSASYOANTSNY

ANSALONA 1LY d39AF TIOWTLOI DI TMI TIAXNANSASYOANTSNY

0ST . ~ ToT
AASATAOAIT TMSOITITTIS TITTAINSHOOLATANSALd ISASIITISLIOE

ANSYTIOAATTIMSOITTIS INTIFINSHODLTFINSd LA ISASIOTSIOA -

m>mxdm0>mmA3mOHAJamHMQQMAZmMOOHmmmZm&BmHmmmmUAmHOm
ANSYTIOAJFTIMSOITTIS THTTIINSHOOLITYNSALJISTASIDNS.LOA
00T o . 15
NOTASAIOEN d IAVIHAROALAIVIOHTIHY I TINYNAATESTdILdd

NOTASANOTNd IAVAZATOALAIVIOHTIH A TWYNAATISTI I 1dd - - -

NOTASAAODNA I AVATIFOA LAIVIOH TIHQITWYNAA TS T4 ILd4LId

NOTASAN0ENd IAYEAJTOALAS VIOH TIH I TWYNAA TS Id ILdd - - -
G . .

(TST)
(8%1)
(IST)
(8¢%T)
(Tot)
(86)

Aﬁowv
(86)

(ts)
(8%)
(19)
(8%)

(t)
(1)
(1)
(1)

osuasuo)
eanpew TN-HOY
O U® UOTUN UOD

O US uoTUN Uuod

osuasuo)
eInpew TN-HOY
O U® uQTuUn UOD

O U® UoTUN UOD

osussuo)
eanpew TN-HOY
O U® UQOTUN UOD

O US UoTUN UOD

osussuo)
eanpew TN-HOY
O U® uoTun uod

O uUS uoTun uoo

1S DHY
FET HOUY

1S DHY

PET HOUp
o0

o pust

=

1§ ODHY
PET HOUY

1S DHY
FET HOY

88



ES 2380093 T3

4505 DaASHOOA I TI LIRS CADRIAD A TIOAN TIVAANHSNL
ADDSOFASHIOA TN TILIAIAWANUID A TTO KN TTYAANHSNL
d90S93INSHIOAT I TILHANARAN YAO X TTOANI TTYQUNHS NL
dDDSDIASYOON T TALEANANMINI DA TTOXNITTYAANHSNL
v61 _ IST
amxmwaammHowHMmmwmmqmmzqaomemqmzaqnw>2mamaww>umz<
ADISXIONA 10918 dSDARTIOWTLOI DA TANTTAXANSASYOAATSNY
mmxmwsozmHomemmwomqmozqaoHummqoquaw>2mmmmww>qmz<

AINSALONAIODL mmwQMAMOZAHOHOMMQD&QJO%>ZQO¢ON>QmZ¢

05T , 10T
ANSUTAVAGT IMSOITTIS TYTIAINSHODLAHINSALAISTSADTISLOA
m>mmgmo>mm43mquwamquaqumzooemmmzmmemHmmmmuqmaou
AASUTIONIBIMSOITITIS TYTTAINSHOOLBHINSd LA I1SESAITISIOd
ANSYTAOAGITMSO I TTIS TETIEINSHODIATUNSdLd I SASAITSIOA
00T : : . 1S5
NOTASKMOEN d IAVAZATOAIAI T TOH THHVI TWYNAATISTd 11dd

zoqmm»xommaH»<mmmmowhamﬁqomqmmmmgzmzamammqaHamm---

ZOJmmNXOmxmmemmmmgwhﬂm4J0mdmmﬁxd242ﬁmqmmqmHBmH>z

NOTSSANDINA IAYEFTIIOXLAI T IOHTIHVE TWUNQITSId T Ldd -+ -
05

(IST)
(8%1)
(1sT)
(8%T)

{1T0T)
(86)

(T01)

(86)

(ts)
(8%)
(19)
(87%)

(1)
(1)
()
(1)

osuasuo)
einpew TN-HOY
O U® UOTUN UOD

O US uoTUN UOD

osussuo)
einpew IN-HOY
O U® uQTun UOD

O U® uoTun uod

osuasuo)
exnpew TN-HOY
O U® uoTun uod

O uU® uoTUN UOD

osuasuo)
eanpew TN-HOY
O U® UoTUN UOD

O US uoTUN UOD

1S DHY
VET HOU

1S DHY
VET HOU

19 OHY
VET HOU

1S DHY
VET HOU

Fig 8

89



ES 2380093 T3

S

FPTIPLSRLFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEEAYIPKEQKYSFLQNPQTSLCFSE
SIPTPSNREETQQKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVFANSLVYGASDSNVYDL
LKDLEEGIQTLMGRLEDGSPRTGQIFKQTYSKFDTNSHNDDALLKNYGLLYCFRK
DMDKVETFLRIVQCRSVEGSCGF

FIG. 9A

FPTIPLSRLFDNAMLRARRLYQLAYDTYQEFEEAYILKEQKYSFLQNPQTSLCFSE
SIPTPSNRVKTQQKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQLLRSVFANSLVYGASDSNVYR
HLKDLEEGIQTLMWRLEDGSPRTGQIFNQSYSKFDTKSHNDDALLKNYGLLYCF
RKDMDKVETFLRIVQCRSVEGSCGF

FIG. 9B

FPTIPLSRLFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEEAYIPKEQKYSFLQNPQTSLCFSE
SIPTPSNREETQQKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVFANSLVYGASDSNVYDL
LKDLEEGIQTLMGRLEDGSPTTTQIFKQTYSKFDTNSHNDDALLKNYGLLYCFRK
DMDKVETFLR[VQCRSVEGSCGF

FIG. 9C

PTTFPTIPLSRLFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEEAYIPKEQKYSFLQNPQTSLC
FSESIPTPSNREETQQKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVFANSLVYGASDSNV
YDLLKDLEEGIQTLMGRLEDGSPRTGQIFKQTYSKFDTNSHNDDALLKNYGLLY
CFRKDMDXKVETFLRIVQCRSVEGSCGF

FIG. 9D

FPTIPLSRLFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEEAYIPKEQKYSFLQNPQTSLCFSE
SIPTPSNREETQQKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVFANSLVYGASDSNVYDL
LKDLEEGIQTLMGRLEDGSPTTGQIFKQTYSKFDTNSHNDDALLKNYGLLYCFRK
DMDKVETFLRIVQCRSVEGSCGF

FIG. 9E
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MVTPTIPLSRLFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEEAYIPKEQKY SFLQNPQTSLCF
SESIPTPSNREETQQKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVFANSLVYGASDSNVY
DLLKDLEEGIQTLMGRLEDGSPRTGQIFKQTYSKFDTNSHNDDALLKNYGLLYCF
RKDMDKVETFLRIVQCRSVEGSCGF

FIG. 9F

MVTPTIPLSRLFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEEAYIPKEQKYSFLQNPQTSLCF
SESIPTPSNREETQQKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVFANSLVYGASDSNVY
DLLKDLEEGIQTLMGRLEDGSPRTGQIFKQTYSKFDTNSHNDDALLKNYGLLYCF
RKDMDKVETFLRIVQCRSVEGSCGF

FIG. 9G

MFPTIPLSRLFDNAMLRAHRLHQLAFDTY QEFEEAYIPKEQKYSFLQNPQTSLCFS
ESIPTPSNREETQQKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVFANSLVYGASDSNVYD
LLKDLEEGIQTLMGRLEDGSPTVGQIFKQTYSKFDTNSHNDDALLKNYGLLYCFR
KDMDKVETFLRIVQCRSVEGSCGF | |

FIG. 9H

MFPTIPLSRLFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEEAYIPKEQKYSFLQNPQTSLCFS
ESIPTPSNREETQQKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVFANSLVYGASDSNVYD .
LLKDLEEGIQTLMGRLEDGSPTTTQIFKQTYSKFDTNSHNDDALLKNYGLLYCFR
KDMDKVETFLRIVQCRSVEGSCGF

FIG. 91
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