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DESCRIPCION
Métodos y medios para producir proteinas con modificaciones postraduccionales predeterminadas
Campo de la invencion

La invencion se refiere al campo de la tecnologia de ADN recombinante. La invencién se refiere ademas a la
produccion de proteinas. Mas particularmente, la presente invencion se refiere a la produccién de proteinas
recombinantes para su uso como constituyente terapéuticamente activo de una preparacién farmacéutica. La
solicitud también se refiere a lineas celulares de mamiferos, identificadas, seleccionadas y/o creadas para la
produccion recombinante de proteinas. La invencién se refiere ademas al uso de proteinas asi producidas.

Antecedentes de la invencion

Se conocen sistemas de expresién celulares recombinantes para la produccién de proteinas. Estos sistemas varian
desde bacterias, levaduras y hongos hasta células vegetales, desde células de insectos hasta células de mamiferos.
La eleccion del huésped de produccion y el sistema de expresién depende generalmente de consideraciones tales
como la facilidad de uso, el coste de cultivo, las caracteristicas de crecimiento, los niveles de produccién y la
capacidad para crecer en medio libre de suero. Se sabe que los sistemas de expresion celulares mencionados
anteriormente también difieren en la capacidad para ejercer modificaciones cotraduccionales y postraduccionales
tales como plegamiento, fosforilacién, y-carboxilacién y y-hidroxilacion. A pesar del reconocimiento de que la eleccion
del sistema de expresién recombinante puede tener drasticas consecuencias sobre la estructura final de las
proteinas expresadas, las modificaciones postraduccionales no han desempefnado en general un papel decisivo en
la seleccion de un sistema de expresion adecuado para una proteina dada.

En los Ultimos varios anos, los estudios han revelado méas sobre las complejidades de modificaciones
postraduccionales diferenciales de proteinas humanas y las posibles implicaciones en funciones en el cuerpo
humano. Por ejemplo, hallazgos relativamente recientes sugieren que patrones de glicosilacién diferencial de
proteinas humanas que se producen en la sangre (las denominadas modificaciones “de tipo sérico”) son diferentes
de las que se producen en el liquido cefalorraquideo en el cerebro (modificaciones “de tipo cerebral”). Esta
diferencia puede ser una cuestion clave que es de importancia primordial para el disefio de agentes terapéuticos
eficaces.

En general, las glicoproteinas neurales humanas se caracterizan por su glicosilaciéon, que se ha denominado en la
bibliografia glicosilacién de “tipo cerebral” (Margolis y Margolis 1989; Hoffmann et al. 1994). En contraposicién a
proteinas glicosiladas “de tipo sérico” (es decir, glicoproteinas que circulan en la sangre), las proteinas glicosiladas
de tipo cerebral presentan de manera caracteristica azicares N-unidos de tipo complejo que se modifican con una
fucosa unida en o1,3 acoplada a N-acetil-glucosamina en antenas de tipo lactosamina formando de ese modo
estructuras de Lewis x o sialil-Lewis x (figura 5). Hay dos tipos de estructuras de Lewis x: una con un residuo de
galactosa terminal y una con un residuo de N-acetil-galactosamina (GalNac) terminal. Si estos grupos terminales se
unen a un acido sidlico, la estructura de Lewis x se denomina estructura de sialil Lewis x. Otra diferencia entre
oligosacaridos de tipo sérico y de tipo cerebral es que estos Ultimos contienen a menudo N-acetil-glucosamina
terminal y/o galactosa terminal, y pueden incluir una modificacién de N-acetil-galactosamina terminal, mientras que
oligosacaridos de tipo sérico contienen habitualmente sélo bajas cantidades de tales estructuras.

Los oligosacéaridos que se encuentran generalmente en proteinas que circulan en el suero contienen a menudo
estructuras fuertemente galactosiladas. Esto significa que una galactosa se une a una N-acetil-glucosamina
periférica formando de ese modo una estructura de lactosamina. La glicoproteina esta de algiin modo protegida de
la endocitosis por los receptores de N-acetil-glucosamina (es decir, receptores que reconocen N-acetil-glucosamina
terminal) presentes en células reticuloendoteliales hepaticas y macréfagos (Anchord et al. 1978; Stahl et al. 1978).
Los oligosacéridos de tipo sérico también contienen habitualmente acidos sialicos terminales (también denominado a
menudo acido neuraminico) que protegen a la glicoproteina del aclaramiento a través del receptor de
asialoglicoproteina. Estos mecanismos de aclaramiento se aplican especificamente a glicoproteinas que circulan en
la sangre y que faltan probablemente en el sistema nervioso central humano (SNC) (Hoffmann et al. 1994).

Estan disponibles en la técnica sistemas de expresion recombinantes para la produccién de proteinas que
comprenden modificaciones de tipo “sérico”, tal como se muestra a modo de ejemplo mediante células de ovario de
hamster chino (CHO) y células de rifidon de cria de hamster (BHK). Para la producciéon de proteinas con otras
modificaciones, tales como modificaciones de “tipo cerebral”, sin embargo, no se han descrito sistemas convenientes
de este tipo. Por tanto, hay una necesidad de sistemas de expresién que tengan en cuenta las diferentes
modificaciones postraduccionales en proteinas terapéuticas. En particular, existe una necesidad de un sistema de
expresion eficaz para proteinas que comprenden modificaciones postraduccionales “de tipo cerebral”.

Proteinas que tienen estas necesidades especificas pueden ser beneficiosas en el tratamiento de toda clase de
trastornos, entre los que estan las enfermedades relacionadas con el SNC, el sistema nervioso periférico y el tejido
cardiaco. Los trastornos que afectan al SNC abarcan diferentes tipos de afecciones tales como dafo cerebral agudo,
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enfermedades neurodegenerativas y otras disfunciones tales como epilepsia, esquizofrenia y trastornos del estado
de animo. Otros trastornos patoldgicos que podrian aquejar a células y tejidos neurales se deben a lesiones que
podrian ser un resultado de hipoxia, trastornos convulsivos, envenenamiento con neurotoxinas, esclerosis multiple,
hipotension, paro cardiaco, radiacién o hipoglucemia. Las lesiones neurales también podrian producirse durante
procedimientos quirdrgicos tales como reparacién de aneurisma o reseccion de tumores.

Un ejemplo de una proteina que tiene diferentes papeles que estan relacionados al menos en parte con diferencias
en modificaciones postraduccionales es una hormona conocida como eritropoyetina (EPO). La EPO, una proteina
famosa por su papel en la diferenciacion de células madre hematopoyéticas para dar glébulos rojos, tiene varias
otras funciones, incluyendo funciones en tejidos neurales. Se ha sugerido un papel de la EPO en el desarrollo del
SNC (Dame et al. 2001). También se ha detectado proteina EPO en el liquido cefalorraquideo (CSF) de recién
nacidos y adultos humanos (Juul et al. 1997; Buemi et al. 2000). La EPO, tal como se presenta en el CSF, parece
producirse localmente en el cerebro ya que no cruza la barrera hematoencefalica intacta (Marti et al. 1997; Buemi et
al. 2000). La regulacion de la expresion de EPO es especifica de tejido, lo que refuerza adicionalmente la hipotesis
de que la EPO tiene funciones especificas de tejido que son diferentes en el cerebro y la médula 6sea (Masuda et al.
1999; Chikuma et al. 2000; Sasaki et al. 2001). Se ha postulado por tanto que la EPO, ademas de su funcién
hematopoyética, puede tener un papel neurotréfico. Los factores neurotréficos se definen como moléculas
humorales que actian sobre neuronas para influir en su desarrollo, diferenciacién, mantenimiento y regeneracion
(Konishi et al. 1993). Los resultados de varios estudios han demostrado ahora que la EPO puede actuar como un
factor neurotréfico (por ejemplo Sadamoto et al. 1998; Brines ef al. 2000). Ademas de los efectos mencionados de la
EPO sobre la eritropoyesis y la neuroproteccion, se han descrito otros papeles de la EPO, por ejemplo en células
endoteliales y células musculares. Se ha establecido bien en la técnica que el efecto de la EPO (recombinante)
depende mucho del patron de glicosilacion de los oligosacaridos presentes en la proteina. Los oligosacaridos N-
unidos de la EPO humana son sumamente importantes para su actividad biolégica bien conocida: la estimulacién de
la eritropoyesis (Takeuchi y Kobata 1991; Wasley et al. 1991; Tsuda et al. 1990; Morimoto et al. 1996; Takeuchi et al.
1989; Misaizu et al. 1995).

En el caso de la EPO, también puede hacerse referencia a EPO de tipo sérico (una EPO “de tipo renal”, o “de tipo
urinario”) para la proteina que se produce en el rifidén y que circula en la sangre, en comparacion con EPO que esta
produciéndose por otros tejidos tales como el cerebro (tipo cerebral). Estan bien establecidos en la técnica sistemas
de produccidn y purificacién para EPO de tipo sérico, y se usa de manera rutinaria y satisfactoria EPO de tipo sérico
producida de manera recombinante por ejemplo en pacientes que padecen un bajo nivel de glébulos rojos. Esta bien
establecido en la técnica que esta EPO recombinante tenia que satisfacer todos los requisitos de una proteina
estable que pueda circular en el torrente sanguineo durante una cantidad de tiempo suficiente para permitir la
induccion de la eritropoyesis. Habitualmente, se usa un sistema de células a base de CHO o BHK para la produccion
de EPO con estas caracteristicas. Sin embargo, la EPO de tipo sérico que resulta de este sistema de produccion y
purificacién es relativamente inutil en el tratamiento de trastornos relacionados con el sistema nervioso central o
periférico asi como en el tratamiento de afecciones relacionadas con trastornos inducidos por isquemia/reperfusion.
Esto se debe a su patron de glicosilaciéon, que no es adecuado para el tratamiento de estos trastornos, y también
porque conduce a un aumento en el nimero de glébulos rojos (eritropoyesis) debido a su fuerte actividad
hematopoyética, que va a calificarse como efectos secundarios no deseados en el contexto de estos trastornos no
hematopoyéticos (Wiessner et al, 2001). Por tanto, existe una necesidad de nuevos sistemas de produccién para
proteinas tales como EPO, que tienen los rasgos caracteristicos de una molécula de EPO que es activa en el
cerebro o en tejidos que implican direccionamiento o transporte basado en selectinas. Ademas, existe una
necesidad de preparaciones farmacéuticamente aceptables de proteinas tales como EPO, con modificaciones
postraduccionales que difieren de la glicosilacion de tipo sérico, que tienen preferiblemente una glicosilacion de tipo
cerebral, y sistemas de produccion y purificacion eficaces para proporcionar esto.

Otro ejemplo de una proteina que tiene diferentes patrones de glicosilacion en tejidos separados, lo que sugiere un
papel diferencial de los diferentes patrones de glicosilacion, es la transferrina, que se produce en cantidades
significativas como asialotransferrina en el CSF pero no en esa forma en el suero (Van Eijk et al. 1983; Hoffmann et
al. 1995).

Una cierta familia de glicoproteinas, denominadas selectinas, desempefia un papel importante en las etapas iniciales
de adhesion de leucocitos al endotelio en lesion por isquemia/reperfusion. Hay tres miembros en la familia de
selectinas: P-selectina, E-selectina y L-selectina. Las selectinas tienen un dominio de lectina que reconoce las
estructuras de azucar de los ligandos de glicoproteinas que se unen a las mismas. Hay un posible papel de las
modificaciones de sialil Lewis x en oligosacaridos en la unién a selectinas (Foxall et al. 1992). Varios estudios han
indicado la importancia de selectinas y estructuras de sialil Lewis x para la adhesién de leucocitos en modelos de
isquemia/reperfusion. Por ejemplo, se demostré que el oligosacarido de sialil Lewis x Sle*-OS era cardioprotector en
un modelo felino de isquemia/reperfusion al reducir la necrosis cardiaca en un 83% (Buerke et al. 1994). Ademas, la
solicitud de patente WO 02/38168 describe el uso de selectinas en proteinas de unién que comprenden estructuras
de sialil Lewis x para su uso como agentes antiinflamatorios en el tratamiento de diversas enfermedades. Sin
embargo, no se han descrito sistemas de expresién adecuados para la preparacion de proteinas que comprenden
glicanos de (sialil) Lewis x. Por tanto, existe una necesidad de un sistema de expresion recombinante para proteinas
que necesitan estructuras de glicosilacion predeterminadas, tales como estructuras de (sialil) Lewis x. Mas en
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general, hay una necesidad de sistemas de expresién para la produccién recombinante de proteinas que necesitan
modificaciones postraduccionales predeterminadas.

Breve descripcion de tablas y figuras
Tabla I. Resumen de las proteinas marcadoras que pueden usarse para caracterizar células.

Tabla II. Tejidos control positivo que pueden usarse para algunas de las proteinas marcadoras representadas en la
tabla I.

Tabla Ill. Informacién detallada (nUmeros de proveedor y catalogo) de anticuerpos dirigidos a proteinas marcadoras
que se usaron para caracterizar la linea celular PER.C6™.

Tabla IV. Puntuaciéon de la presencia de las proteinas marcadoras en PER.C6™.

Tabla V. Composicion de monosacaridos de los azucares N-unidos de PER.C6™-EPQO y Eprex.

Tabla VI. Asignaciones de picos de EM observados para los iones moleculares de N-glicanos desialilados liberados
por N-glicanasa F a partir de EPO producida en DMEM por el clon P7 de PER.C6™ productor de EPO. Los picos

con valores de masa (m/z) que se encuentran también en Eprex estan subrayados e indicados en negrita.

Tabla VII. Asignaciones de picos de EM observados para los iones moleculares de N-glicanos desialilados liberados
por N-glicanasa F a partir de EPO producida en DMEM por el clon P8 de PER.C6™ productor de EPO. Los picos
con valores de masa (m/z) que se encuentran también en Eprex estan subrayados e indicados en negrita.

Tabla VIII. Actividades FUT en células CHO y PER.C6™.

Tabla IX. Asignacion de picos de EM observados para los iones moleculares de N-glicanos desialilados liberados por
N-glicanasa F a partir de EPO fraccionada en una columna AAL para seleccionar un contenido en fucosa alto y bajo.

Tabla X. Expresion de E1A relativa y morfologia de los clones de HT1080 E1A.EPO y E1A.E1B.EPO productores de
EPO. Se evalu6 la cantidad de expresion de E1A mediante analisis de inmunotransferencia de tipo Western. Se
seleccionaron los clones marcados con * para el ensayo de produccion de EPO.

Tabla XI. Presencia relativa de perfiles de masa de los azucares N-unidos de EPO obtenida a partir del clon de
HT1080/Epo 033, el clon de HT1080/E1A-EPO 008 y el clon de HT1080/E1A.E1B-EPO 072. Se us6 el programa
informatico de ExPAsy para predecir la composicion de azlcares. Se muestran en la tabla el nimero de las
hexosaminas, hexosas y desoxihexosas presentes en las antenas de los glicanos y las estructuras propuestas.
Figura 1. Espectros de masas de los azucares N-unidos de Eprex, P7-EPO (conjuntos A, B y C) y P8-EPO
(conjuntos A, B y C). (A) Eprex; (B) P7, conjunto A; (C) P7, conjunto B; (D) P7, conjunto C; (E) P8, conjunto A; (F)
P8, conjunto B; y (G) P8, conjunto C.

Figura 2. Contenido en acido sialico de PER.C6™-EPO y CHO-EPO.

Figura 3. Estructuras de glicanos de Lewis x presentes en PER.C6™-EPO.

Figura 4. Expresion de estructuras de Lewis x en la superficie de células PER.C6™.

Figura 5. Representacion esquematica de estructuras de Lewis x y sialil Lewis x.

Figura 6. Efecto de PER.C6™-EPOQO y Eprex sobre la eritropoyesis in vivo.

Figura 7. Voliumenes de infarto en ratas no tratadas (control) y ratas tratadas con Eprex y PER.C6™-EPO basados
en los mapas de ADC (figura 7A) y los mapas de T2 (figura 7B) generados a las 24 h tras el comienzo de la

reperfusion, usando MRI.

Figura 8. Concentracion de Eprex a los puntos de tiempo indicados tras una inyeccién i.v. tnica de 150 UE de Eprex
en tres animales.

Figura 9. Cromatograma de EPO de PER.C6™ fraccionada en una columna AAL para seleccionar un contenido en
fucosa alto y bajo.

Figura 10A. Espectros de masas de los azlcares N-unidos de la fraccion 1 - 4 a partir de la columna AAL. B.
Espectro de masas de los azucares N-unidos de la fraccion 4 a partir de la columna AAL en un experimento
independiente.
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Figura 11. Fotografias del clon de HT1080/EPO 033 (A) y del clon de HT1080/E1A.E1B.EPO 058 (B) y 026 (C). Se
muestra su expresiéon de E1A mediante analisis de inmunotransferencia de tipo Western (D). Los clones que
expresan E1A tienen una morfologia plana.

Figura 12. Perfil de HPAEC-PAD de N-glicanos liberados a partir de EPO producida por el clon de HT1080/EPO 033
y el clon de HT1080/E1A.E1B 072. Las lineas en la parte inferior indican la eluciéon de glicanos no cargados (0),
monocargados, doblemente cargados, triplemente cargados y tetracargados (1-4, resp.). Obsérvese el
desplazamiento a glicanos N-unidos menos cargados del clon 072.

Figura 13. Analisis de Maldi-EM de EPO producida por 3 clones diferentes (A). El clon de HT1080/EPO 033, el clon
de HT1080/E1AEPO 008 y el clon de HT1080/E1A.E1B-EPO 072. Los Ultimos 2 clones muestran un perfil mas
complejo.

Figura 14. Perfiles obtenidos a partir de andlisis de monosacaridos de los glicanos N-unidos del clon de
HT1080/EPO 033, el clon de HT1080/E1A-EPO 008 y el clon de HT1080/E1A.E1B-EPO 072. La raz6n de los
monosacaridos indicados (Fuc = Fucosa, GAIN = N-acetil-galactosamina, GlcNac = N-acetil-glucosamina, Gal =
Galactosa, Man = Manosa) se normalizé con respecto a manosa.

Figura 15. Andlisis de Maldi-EM de EPO producida por el clon de HT1080/EPO 033 (A, B) y el clon de
HT1080/EIA.E1B-EPO 072 (C, D) tratados con (B, D) o sin (A, C) a-fucosidasa. S6lo se observaron diferencias en
los perfiles de glicanos de EPO derivadas del clon 072. Se encuentra un cambio claro de picos con valores de m/z
de ~ 2039, ~ 2185y - 1892 (C y D), que representan lo mas probablemente la disminucién de estructuras propuestas
que contienen desoxihexosas antenarias.

Figura 16. Diversas isoformas de las diferentes preparaciones de EPO separadas mediante |IEF. Las isoformas de
EPO contienen 0 - 14 &cidos sialicos por molécula. Se aplicaron las siguientes muestras (2000 UE por tira): Eprex
(A); Eprex tratadas con neuraminidasa (B); CHO-EPO, produccién total (C); PER.C6™-EPO, clon 022 (D); frCHO-
EPO (E).

Figura 17. Hematocrito (HCR, porcentaje en volumen) de ratas a las que se les inyectaron 5000 UE/kg de Eprex,
frCHO-EPO, PER.C6™-EPO, o tampoén diluyente (control). Las ratas tratadas con EPO revelaron un HCR
significativamente superior frente al control, frCHOEPO y PER.C6™-EPO (p<0,001).

Figura 18. Porcentaje de reticulocitos en sangre de ratas a las que se les inyectaron 5000 UE/kg de Eprex, frCHO-
EPO, PER.C6™-EPO, o tampén diluyente (control). Las ratas tratadas con EPO revelaron un porcentaje de
reticulocitos significativamente superior frente al control (p<0,001). El porcentaje de reticulocitos de ratas tratadas
tanto con Eprex como frCHO-EPO era significativamente superior en comparacion con PER.C6™-EPO (p<0,001).

Figura 19. Porcentaje de reticulocitos inmaduros (IFR) de la poblaciéon de reticulocitos total cuatro dias tras la
inyeccion con 5000 UE/kg de Eprex, frCHO-EPO, PER.C6™-EPO, o con tampon diluyente (control). Las ratas
tratadas con Eprex revelaron un % de reticulocitos inmaduros significativamente superior frente al control, frCHO-
EPO o PERC6-EPO (p<0,001).

Figura 20. Sitio de escision de PNGasa F (marcada con F) y endoglicosidasa F2 (marcada con F2).

Figura 21. Espectro de MALDI de glicanos de PER.C6™-EPO liberados con PNGasa F (A) y con endoglicosidasa F2
(B). El eje x del espectro inferior se alinea de tal modo que los picos correspondientes en ambos espectros estan
directamente uno por encima del otro (diferencia de 349 Da, véase el texto).

Figura 22. Algunos enlaces de monoséacaridos de glicanos N-terminales.

Figura 23. La parte superior del esquema proporciona los glicanos desialilados liberados a partir de PER.C6™-EPO;
los valores en la parte inferior se detectan en el espectro tras el tratamiento con galactosidasa. Entre corchetes el
porcentaje total del espectro reflejado en las estructuras dadas. Espectros en la figura 26.

Figura 24. La parte superior del esquema proporciona los glicanos desialilados liberados a partir de PERC6™-EPO
que se incubaron con galactosidasa; los valores en la parte media se detectan en el espectro tras el tratamiento con
fucosidasa de rifidn bovino y los valores inferiores se obtienen tras la incubacion con GIcNAc-asa. Entre corchetes el
porcentaje total del espectro reflejado en las estructuras dadas. Espectros en la figura 26.

Figura 25. La parte superior del esquema proporciona los glicanos desialilados liberados a partir de PER.C6™-EPO
que se incubaron con galactosidasa; los valores en la parte media se detectan en el espectro tras el tratamiento con
fucosidasa de harina de almendras y los valores inferiores se obtienen tras la incubacién con GIcNAc-asa. Entre
corchetes el porcentaje total del espectro reflejado en las estructuras dadas. Espectros en la figura 26.
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Figura 26. Espectros de MALDI de tratamientos con exoglicosidasa de los glicanos N-unidos de PER.C6™-EPOQO.
A.) PER.C6™-EPO incubadas con PNGasa F y neuraminidasa.
B.) PER.C6™-EPO incubadas con PNGasa F, neuraminidasa y galactosidasa.

C.) PER.C6™-EPO incubadas con PNGasa F y neuraminidasa, y posteriormente tratadas con galactosidasa y
fucosidasa de rifién bovino.

D.) PER.C6™-EPO incubadas con PNGasa F y neuraminidasa, y posteriormente tratadas con galactosidasa,
fucosidasa de rifdn bovino y GIcNAc-asa.

E.) PERC6™-EPO incubadas con PNGasa F y neuraminidasa, y posteriormente tratadas con galactosidasa y
fucosidasa de harina de almendras.

F.) PER.C6™-EPO incubadas con PNGasa F y neuraminidasa, y posteriormente tratadas con galactosidasa,
fucosidasa de harina de almendras y GlcNAc-asa.

Sumario de la invencion

Un aspecto de la presente invencion es proporcionar composiciones que comprenden moléculas de eritropoyetina
caracterizadas porque el niumero promedio de 27 estructuras de lewis-X en glicanos N-unidos por molécula de
eritropoyetina es al menos aproximadamente de 27. En otras realizaciones, dicho numero promedio es al menos de
aproximadamente 3,6, 4,1 0 5,7. En otro aspecto, las composiciones o fracciones segun la invencion se usan para la
preparacion de un medicamento.

En otro aspecto la invencion proporciona el uso de de eritropoyetina que puede producirse de manera recombinante
en una célula de mamifero que expresa acido nucleico que codifica para E1A a partir de un adenovirus, para la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de un trastorno seleccionado del grupo que consiste en
isquemia, una lesién por reperfusion, un trastorno inducido por hipoxia, una enfermedad inflamatoria, un trastorno
neurodegenerativo y dafio agudo al sistema nervioso central o periférico. En ciertas realizaciones preferidas, dicha
célula es una célula PER.C6™.

Descripcion detallada

La presente descripcién proporciona sistemas de produccion recombinantes adecuados para la producciéon de
proteinas que necesitan una modificacién postraduccional predeterminada. En un primer aspecto, tales sistemas
recombinantes pueden proporcionarse usando métodos para identificar sistemas de expresién que pueden aplicar la
modificacién postraduccional necesaria para la proteina en cuestion o el uso previsto de la proteina en cuestién. La
descripcion también proporciona un método de preparaciéon de sistemas de expresién que tienen la capacidad para
aplicar una modificacion postraduccional deseada de una proteina que la necesita. Aspectos adicionales
comprenden proteinas aisladas que tienen modificaciones postraduccionales predeterminadas asi producidas,
métodos de uso y composiciones farmacéuticas que comprenden las mismas.

Una molécula proteinica tal como se usa en el presente documento se refiere a, pero sin limitarse a, moléculas tales
como péptidos, polipéptidos y proteinas, asi como a mutantes de péptidos, polipéptidos y proteinas (moléculas que
comprenden deleciones, mutaciones puntuales, intercambios y/o alteraciones inducidas quimicamente), siempre que
puedan recibir la modificacion postraduccional predeterminada, es decir, tienen el/los residuo(s) de aminodacido
requerido(s) en el contexto adecuado susceptible(s) a la modificacién (por ejemplo, deben comprender una
secuencia Asn-X-Ser/Thr en el caso de que se desee la adicién de una estructura de glicano N-unido, que puede
aplicarse al residuo de Asn en este contexto). También se refiere a péptidos, polipéptidos y proteinas que portan
etiquetas y/u otros marcadores proteinicos y no proteinicos (por ejemplo compuestos radiactivos). Un ejemplo de
una proteina de este tipo es EPO humana, que tiene ademas de la forma de tipo renal o de tipo sérico otros
fenotipos tales como una forma de tipo cerebral.

Segun una realizacién especifica, se proporcionan sistemas de produccién que pueden aplicar estructuras de lewis
X y/o LacdiNAc en proteinas que pueden recibir estructuras de glicanos N-unidos. Segun la descripcion, tales
sistemas de expresion pueden identificarse, seleccionarse o disefiarse especificamente. Un ejemplo de tal disefio
intencional es la introduccién en una célula de mamifero de acido nucleico que comprende una secuencia de E1A de
un adenovirus de manera que dicha secuencia de E1A se expresa en dicha célula de mamifero. Ejemplos de tales
células que ya existen son HEK293, PER.C6™, 911. Aunque estas lineas celulares se conocen per se y se han
usado para la produccién de proteinas (Van den Nieuwenhof et al, 2000; documento WO 00/63403; Grinnell et al,
1994), el efecto decisivo de E1A sobre la capacidad para aplicar estructuras de lewis X y/o LacdiNAc a proteinas
producidas sobre las mismas no se ha apreciado hasta la fecha.

Una modificacion postraduccional tal como se usa en el presente documento se refiere a cualquier modificacién que
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esté presente sobre o en dicha molécula proteinica. Se refiere a modificaciones que se introducen durante o
posteriormente a la traduccién de dicha molécula a partir de ARN in vivo o in vitro. Tales modificaciones incluyen,
pero no se limitan a, glicosilacién, plegamiento, fosforilacién, y-hidroxilacion, multimerizacién, unién por puentes
disulfuro y por ejemplo acontecimientos de procesamiento tales como el corte o la adicion de uno o mas
aminoacidos. Una modificacion postraduccional predeterminada tal como se usa en el presente documento se
refiere a cualquier modificacion postraduccional que sea Util para el tratamiento seleccionado. Segun una realizacion
preferida, modificaciéon postraduccional predeterminada se refiere a una forma de modificacion que hace que la
proteina modificada sea particularmente Util para tratar trastornos de tejidos, érganos, compartimentos y/o células
especificos de un cuerpo humano o animal. La molécula proteinica que porta tales modificaciones postraduccionales
predeterminadas podrian carecer como resultado de efecto significativo (tales como efectos secundarios
perjudiciales y otros efectos secundarios no deseados) distinto de sobre el tejido, 6rgano compartimento y/o célula
que va a tratarse. Segun una realizacion, la modificacién postraduccional predeterminada provoca que la proteina
que comprende la modificacién postraduccional predeterminada se aclare de la sangre mas rapidamente, por
ejemplo, para reducir efectos secundarios adversos. La modificacion postraduccional predeterminada puede
entenderse completamente en detalle de antemano, pero también puede denominarse que es un estado deseado
que se requiere para una actividad apropiada y deseada de la molécula proteinica que comprende tal modificacion
postraduccional predeterminada, lo que significa que las modificaciones detalladas presentes sobre la molécula
proteinica de interés no tienen necesariamente que entenderse y/o definirse completamente, siempre que esté en la
misma la actividad deseada. Ejemplos de modificaciones de glicosilacion deseadas en O- y/o N-glicanos,
dependiendo del uso previsto, son estructuras tales como Lewis x, sialil Lewis x, GalNac, GlcNac, LacdiNAc, fucosa
unida en al1,3 acoplada a N-acetil-glucosamina, N-acetil-glucosamina terminal, galactosa terminal, N-acetil-
glucosamina bisectriz, grupo sulfato y &cido sidlico.

Las células de mamiferos son preferiblemente humanas o de origen humano, para la produccion de proteinas
humanas para producir proteinas que lo mas probablemente portan caracteristicas de mamiferos, y preferiblemente
humanas. Para producir moléculas proteinicas que deben tener modificaciones postraduccionales neurales, se
prefiere usar células que tienen caracteristicas neurales, tales como marcadores proteicos que son indicativos de
células neuronales. Esto no excluye que una célula no neural pueda ser extremadamente Util en la produccion de
proteinas que comprenden modificaciones postraduccionales de tipo neural. Depende de la actividad proteica que se
requiera seleccionar, identificar u obtener una célula que puede producir tales modificaciones postraduccionales.

Puesto que se requiere producir grandes cantidades de proteinas cuando éstas se aplicaran en entornos
terapéuticos, se prefiere que las células de mamiferos de la invenciéon estén inmortalizadas. La inmortalizacion
puede ocasionarse de muchos modos. Ejemplos de métodos para obtener células inmortalizadas son transformar de
manera activa una célula en reposo para dar una célula en divisibn mediante la adicién de &cidos nucleicos que
codifican para proteinas de transformacién y/o inmortalizacién, o a través de tratamiento quimico a través de lo cual
proteinas enddégenas podrian volverse transformantes, o tomando células del material tumoral. Un método preferido
para inmortalizar células no tumorales es mediante la adicién de la regién E1 de adenovirus tal como se mostrd para
lineas celulares tales como 911 y PER-C6™. Se conocen otros métodos de inmortalizacién de células, tales como
transformacién usando ciertas secuencias que codifican para proteinas del virus del papiloma humano (VPH) (por
ejemplo células Hela). La adicién de ciertas proteinas virales, tales como E1 de adenovirus podria ser beneficiosa
para la produccién de proteinas recombinantes, puesto que muchas de tales proteinas tienen caracteristicas de
activacion de la transcripcion, asi como efectos antiapoptéticos. Se ha encontrado ahora sorprendentemente que la
expresion de E1A de adenovirus en la célula huésped usada como sistema de expresion segun la invencién cambia
las caracteristicas del sistema de expresion de manera que adquiere la capacidad para aplicar estructuras de
glicosilacion N-unidas que comprenden lewis X y/o LacdiNAc.

Un linea celular adecuada para los métodos para producir moléculas proteinicas que necesitan glicanos N-unidos
que contienen lewis X y/o LacdiNAc es PER.C6™, depositada con el n.2 96022940 en la Coleccion Europea de
Cultivos de Células Animales en el Centro de Microbiologia Aplicada e Investigacion. Otras lineas celulares
adecuadas segun este aspecto incluyen HEK293, 911 y otras células de mamiferos que se modifican mediante la
introduccion en una o mas de dichas células o ancestros de las mismas de acido nucleico que contiene secuencias
de E1A de un adenovirus en formato expresable. Opcionalmente, se incluyen secuencias de E1B en formato
expresable, que pueden ser ventajosas porque los efectos antiapoptéticos ejercidos por E1B, contrarrestan los
posibles efectos apoptoticos de la expresiéon de E1A.

Los métodos para producir moléculas proteinicas comprenden ademas la etapa adicional de purificar dicha molécula
proteinica a partir del cultivo de células de mamiferos. La purificacion tal como se usa en el presente documento
pudo realizarse usando métodos convencionales que se han descrito en la técnica, sin embargo, se prefiere usar
métodos de purificacion que comprenden una etapa en la que se emplean las modificaciones postraduccionales
presentes en y/o sobre dichas moléculas proteinicas. Incluso se prefieren mas métodos de purificacion que
comprenden una etapa en la que se emplean las modificaciones postraduccionales predeterminadas presentes en
y/o sobre dichas moléculas proteinicas. Cuando se aplican métodos de purificacién por afinidad, se prefiere usar
anticuerpos u otras moléculas de union, tales como lectinas especificas para restos de hidratos de carbono
particulares y que estan dirigidas contra ciertos tipos de modificaciones postraduccionales. Ejemplos de tales
anticuerpos son anticuerpos dirigidos contra estructuras de (sialil) Lewis x, estructuras de lacdiNac o estructuras de
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GalNac Lewis x. Ejemplos no limitativos de lectinas son AAL y selectinas, tales como E-selectina, P-selectina, L-
selectina. El uso de tales moléculas de unién permite purificar las proteinas (recombinantes) de manera que un alto
porcentaje de la proteina purificada porta la modificacién postraduccional predeterminada. Incluso se prefieren mas
métodos en los que la molécula proteinica se purifica hasta la homogeneidad. Se proporcionan ejemplos de métodos
para la purificacién de proteinas a partir de cultivo de células de mamifero y abarcan por ejemplo métodos de
cromatografia de afinidad para la purificacién de EPO glicosilada de tipo cerebral usando anticuerpos o lectinas que
reconocen estructuras de Lewis x presentes en los N-glicanos del producto producido de manera recombinante.

La presente invencién proporciona una composicion farmacéuticamente aceptable que comprende una molécula
proteinica que tiene una modificaciéon postraduccional predeterminada, que puede obtenerse segun métodos de la
presente invencion, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los expertos habituales en la técnica conocen
vehiculos farmacéuticamente aceptables. Segun la invencién, dicha molécula proteinica en dicha composicion
farmacéuticamente aceptable es eritropoyetina. Segun la invencion, la eritropoyetina producida en células con
marcadores proteicos neurales adquiere una modificacién postraduccional que es activa en tejido neural o en células
neuronales. Sin embargo, las modificaciones postraduccionales no son comparables con las modificaciones
postraduccionales observadas en EPO que circula en la sangre. Los efectos eritropoyéticos de la EPO producida en
células con los marcadores proteicos neurales son significativamente inferiores. Segun la presente invencion, se
sugiere ahora fuertemente que esto se debe a la ausencia de un alto porcentaje de acidos sidlicos, y/o a la
presencia de caracteristicas de tipo cerebral tales como estructuras de Lewis x y galactésidos terminales. Esto es
ventajoso, puesto que tal EPO de tipo cerebral puede usarse en dosificaciones relativamente altas en el tratamiento
de trastornos relacionados con tejido neural o en el tratamiento de tejido dafiado por isquemia (tal como un corazén
isquémico), mientras que tiene al mismo tiempo un efecto significativamente reducido sobre la eritropoyesis en
comparacion con las preparaciones de EPO actualmente disponibles. La invencién proporciona eritropoyetina
recombinante que comprende al menos una modificacion postraduccional seleccionada del grupo que consiste en:
una estructura de sialil Lewis x, una estructura de Lewis X, una fucosa unida en ol1,3 acoplada a N-acetil-
glucosamina, una estructura de LacdiNAc, un grupo N-acetil-glucosamina terminal y un grupo galactosa terminal.
Dicha eritropoyetina recombinante puede producirse en una célula de mamifero que puede obtenerse segun la
presente invencion, asi como en células de mamiferos anteriormente conocidas, pero que no se aprecio
anteriormente que eran adecuadas para este fin. Un ejemplo son células PER.C6™. La presente descripcion
proporciona ademas el uso de células PER.C6™ para la produccion de una molécula proteinica que comprende una
modificacién postraduccional predeterminada, en la que se prefiere que dicha molécula proteinica se aclare
rapidamente de la sangre y/o que se use en alta dosificacién. En el caso de EPO, que puede producirse en
PER.C6™, puede usarse una alta dosificacién para tratar o prevenir dafio agudo asociado con hipoxia, mientras que
se limitan los efectos secundarios adversos de la eritropoyesis.

En una realizacién, las moléculas proteinicas de la presente invencién son adecuadas para el tratamiento de un ser
humano o un cuerpo humano mediante cirugia, terapia o diagnostico. Preferiblemente, se usan moléculas de tipo
EPO segun la invencién para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de trastornos inducidos por
hipoxia, afecciones neurodegenerativas o dafio agudo al sistema nervioso central o periférico. En otra realizacién
preferida, dichas moléculas de EPO se usan para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de lesiones
por isquemia y/o reperfusion. Aln en otra realizacion preferida, dichas moléculas de EPO se usan para la fabricacion
de un medicamento para el tratamiento de trastorno inmunitario y/o enfermedad inflamatoria.

Se dan a conocer en el presente documento métodos y composiciones para la produccion y fabricaciéon de proteinas
recombinantes. La invencion es particularmente Util para la produccion de proteinas que requieren modificaciones
cotraduccionales y/o postraduccionales tales como glicosilacién y plegamiento apropiado y se refiere ademas al uso
de células humanas que pueden producir modificaciones cotraduccionales y/o postraduccionales de tipo cerebral en
moléculas proteinicas. Estas células pueden usarse por ejemplo para la produccion de glicoproteinas humanas con
caracteristicas neurales que podrian ser terapéuticamente beneficiosas, debido a sus caracteristicas naturales.

La descripcién también proporciona el uso de una linea celular humana con caracteristicas neurales que modifica
proteinas expresadas de manera recombinante con propiedades neurales tales como modificaciones
postraduccionales “de tipo cerebral” o “de tipo neural” tales como glicosilacion, fosforilacién o plegamiento. Un
ejemplo de una linea celular de este tipo, denominada PER.C6™ (patente estadounidense n.2 6.033.908), se generd
mediante la inmortalizacion de células de retina embrionaria humana usando un constructo que alberga genes El de
adenovirus. Anteriormente, se ha demostrado que las células PER.C6™ son particularmente adecuadas para la
produccion de proteinas humanas recombinantes, puesto que pueden obtenerse altos rendimientos de proteinas
tales como la EPO humana y anticuerpos monoclonales completamente humanos (descrito en el documento WO
00/63403). La presente invencion da a conocer que proteinas recombinantes producidas por células PER.C6™
pueden adquirir ciertas caracteristicas especificas de tejido tales como caracteristicas neurales (por ejemplo,
modificaciones postraduccionales tales como glicosilacion). Esto se muestra a modo de ejemplo mediante la
produccion de una proteina que alberga los denominados oligosacaridos de tipo cerebral. Se muestra que EPO
humana producida por células PER.C6™ se modifica con azlcares N-unidos que difieren significativamente de los
azUcares N-unidos encontrados en EPO urinaria humana o en EPO humana recombinante producida por células de
ovario de hamster chino (CHO) o células de rifién de cria de hamster (BHK). EPO urinaria humana y EPO humana
recombinante producidas en células CHO y BHK contienen estructuras de glicosilacion que pueden denominarse
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oligosacaridos “de tipo renal” o “de tipo sérico”. Normalmente, los azicares N-unidos de estas preparaciones de
CHO- y BHK-EPO estan altamente ramificados, altamente galactosilados y altamente sialilados, mientras que
carecen de fucosa unida en a1,3 periférica (Tsuda et al. 1988; Takeuchi et al. 1988; Nimtz et al. 1993; Watson et al.
1994; Rahbek-Nielsen et al. 1997).

En el presente documento, la naturaleza de los oligosacaridos unidos a EPO humana producida en PER.C6™ se ha
dilucidado y se muestra que es significativamente diferente de los oligosacaridos presentes en EPO urinaria humana
y EPO humana recombinante producida en células CHO y BHK. En primer lugar, el contenido en acido sialico
promedio de los oligosacaridos de EPO humana producida por PER.C6™ es significativamente inferior que el
contenido en acido sidlico promedio de EPO urinaria humana o EPO humana recombinante (a partir de CHO y
BHK). El contenido en acido sialico muy bajo en EPO humana producida por PER.C6™ es indicativo de la presencia
de oligosacaridos N-unidos que contienen galactosa de terminacion y/o N-acetil-galactosamina y/o N-acetil-
glucosamina. En segundo lugar, se encuentra N-acetil-galactosamina en cantidades significativas en los azdcares N-
unidos de EPO humana producida por PER.C6™, mientras que no se encuentra N-acetil-galactosamina en los
azUcares N-unidos de EPO urinaria humana y EPO humana recombinante producidas por células CHO. Se ha
notificado que solo se producen cantidades traza de N-acetil-galactosamina en los azlicares N-unidos en unos
cuantos lotes de EPO humana recombinada producida en células BHK (Nimt2 et al. 1993). En tercer lugar, se
encuentra que los azucares N-unidos de EPO humana producida en células PER.C6™ contienen una cantidad muy
alta de fucosa. Una fraccidon de las fucosas esta unida en a1,3 a N-acetil-glucosamina periférica formando de ese
modo una denominada estructura de Lewis x (figura 5). Nunca se ha notificado que se producen estructuras de
Lewis x en EPO urinaria humana o EPO humana recombinante producida en células CHO y BHK. Las estructuras de
(sialil) Lewis x presentes en EPO segun la invencion hacen que esta EPO sea adecuada para unirse a selectivas y
se prevé una aplicacion adicional en la cardioproteccion.

Debido a que los oligosacaridos unidos a proteinas tienen un gran impacto sobre las propiedades fisicoquimicas del
polipéptido tales como la conformacién terciaria, solubilidad, viscosidad y carga, la EPO humana producida por
PER.C6™ tiene propiedades fisicoquimicas que difieren significativamente de la EPO urinaria humana y EPO
humana recombinante producidas por células CHO y BHK (Toyoda et al. 2000). Claramente, la EPO humana
producida por PER.C6™ estd menos cargada que la EPO urinaria humana y EPO humana recombinante producidas
por células CHO y BHK debido a un contenido en acido sialico inferior y puede ser mas hidrofoba debido al
contenido en fucosa muy alto. Como resultado, el pl promedio de EPO humana producida por PER.C6™ es
significativamente superior al pl promedio de EPO urinaria humana o EPO humana recombinante producida por
células CHO y BHK. Debido a que los glicanos de la EPO, en particular los acidos sialicos, también tienen una
influencia sobre la unién al receptor de EPO, se espera que la EPO humana producida por PER-C6™ tenga una
afinidad diferente por el receptor de EPO que EPO urinaria humana y EPO humana recombinante producidas por
células CHO y BHK. Aunque la producciéon de EPO en células PER.C6™ se ha dado a conocer anteriormente
(documento WO 00/63403), ninguno de los detalles estructurales de la EPO producida se dieron a conocer
entonces. Por tanto, el discernimiento obtenido en el presente documento justifica ahora la conclusion de que la
produccion de EPO en PER.C6™ la hace adecuada para aplicaciones completamente nuevas, especialmente en las
que la eritropoyesis va a considerarse un efecto secundario (no deseado). Por supuesto, otras proteinas pueden
beneficiarse del nuevo discernimiento proporcionado en el presente documento. Segln otro aspecto, se proporciona
un método para la produccion de proteina que necesita N-glicanos que contienen lewis X y/o LacdiNAc, usando
PER.C6™ o cualquier célula de mamifero que expresa EIA. Fragmentos tal como se usa en el presente documento
son partes de la proteina y pueden ser péptidos de varios aminoacidos de largo hasta casi la proteina completa. Las
variantes pueden ser muteinas, proteinas de fusién, proteinas o péptidos acoplados a otros restos no proteicos y
similares. Tales fragmentos o variantes segun la invencion deben poder recibir las modificaciones postraduccionales.

Es el mérito de la presente descripcién ensefnar que células de mamiferos que expresan E1A adenoviral pueden
usarse para producir las proteinas con glicanos N-unidos que comprenden estructuras de (sialil)Lewis X y/o
LacdiNAc a proposito, y ademds para enriquecer estas fracciones particulares. Preferiblemente, dichas fracciones se
enriquecen mediante un método que comprende una etapa de purificacién por afinidad que emplea las estructuras
de glicano deseadas, tal como el uso de la unidén a una lectina o un anticuerpo monoclonal que se une a dichos
glicanos N-unidos que comprenden estructuras de (sialillLewis X y/o LacdiNAc. Se muestra en el presente
documento que usando estos métodos para la produccion de EPO pueden obtenerse fracciones de EPO con perfiles
de glicosilacion particulares. Es un aspecto de la invencion proporcionar composiciones que comprenden moléculas
de eritropoyetina caracterizadas porque el nimero promedio de estructuras de lewis-X en glicanos N-unidos por
molécula de eritropoyetina es al menos de aproximadamente 2,7. En otras realizaciones, dicho nimero promedio de
estructuras de lewis-X en glicanos N-unidos por molécula de eritropoyetina es al menos de aproximadamente 3,6,
4,1 0 5,7. Tales composiciones pueden ser valiosas para fines medicinales tal como se da a conocer en el presente
documento.

La presente invencion da a conocer ademas el uso de proteinas de tipo cerebral producidas en células neuronales
humanas para el tratamiento de lesion por isquemia/reperfusion en mamiferos y especialmente en seres humanos.
La lesion por isquemia/reperfusion tal como se usa en el presente documento se define como el dafio celular que se
produce tras la reperfusion de tejidos isquémicos anteriormente viables. La lesion por isquemia/reperfusion esta
asociada con, por ejemplo, pero sin limitarse a terapia trombolitica, angioplastia coronaria, pinzamiento transversal
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de la aorta, derivacién cardiopulmonar, trasplante de 6rganos o tejidos, traumatismo y choque.

La presente invencién proporciona el uso de proteinas terapéuticas, producidas en células de mamiferos, con
oligosacaridos de tipo cerebral. Estos oligosacaridos de tipo cerebral comprenden en particular estructuras de Lewis
X, estructuras de sialil Lewis x, o derivados de los mismos que contienen la estructura de (sialil) Lewis x, para el
tratamiento de lesién por isquemia/reperfusién en sujetos mamiferos tales como seres humanos. La presencia de
estructuras de (sialil) Lewis x en proteinas recombinantes dirige estas proteinas al sitio lesionado de
isquemia/reperfusiéon y de ese modo ejercen su efecto protector de isquemia/reperfusion de manera mas eficaz que
proteinas que no contienen estructuras de (sialil) Lewis x. La presencia de oligosacéaridos de tipo cerebral en
proteinas expresadas de manera recombinante se muestra a modo de ejemplo en la presente invencién mediante la
eritropoyetina (EPO), que se produce en células PER.C6™. Este tipo particular de EPO contiene las estructuras de
Lewis x asi como las de sialil Lewis x. En la presente invencion, se describen experimentos que muestran la
superioridad de EPO de tipo cerebral (o de tipo neural) de PER.C6™ en comparacién con EPO de tipo sérico (o de
tipo renal) con respecto a la funcion cardioprotectora en modelos in vivo de lesion por isquemia/reperfusion cardiaca
y con respecto a accidente cerebrovascular.

Otra ventaja presentada por la presente invencion es que la EPO humana producida por PER.C6™ tiene una
actividad neurotréfica. EPO producida por PER.C6™ proporciona a la proteina EPO ventajas fisicoquimicas y/o
farmacocinéticas y/o farmacodinamicas en su funcionamiento como agente neurotréfico y/o neuroprotector. EPO
producida por PER.C6™ tiene afinidad superior por células neuronales y por el EPO-R en células neuronales que la
EPO recombinante humana glicosilada de tipo sérico altamente sialilada producida en células CHO y BHK. EPO
humana recombinante producida en células no neurales (Goto et al. 1988) tiene una afinidad inferior por el EPO-R
en células neuronales que por el EPO-R en células progenitoras eritroides (Musada et al. 1993 y 1994).

El papel neuroprotector de EPO abre claramente nuevas posibilidades para el uso de EPO humana recombinante
como terapia neuroprotectora en respuesta a agentes quimicos téxicos que pueden inducirse por inflamacién o por
hipoxia y/o isquemia, o en trastornos neurodegenerativos. Aln, una desventaja importante es que cuando se aplica
como agente neuroprotector, la EPO recombinante presente en la circulacion sanguinea también dara lugar a un
aumento de la masa de glébulos rojos o hematocrito. Esto, a su vez, conduce a una viscosidad de la sangre
superior, lo que puede tener efectos perjudiciales en isquemia cerebral (Wiessner et al. 2001).

La presente invencién proporciona una solucién para el problema de que la EPO humana recombinante que se ha
aplicada hasta la fecha como agente neuroprotector tiene el efecto secundario hematotrépico no deseado (Wiessner
et al. 2001). Por tanto, se muestra que la EPO humana recombinante glicosilada de tipo cerebral producida por
PER.C6™ tiene un alto potencial como agente de neurogénesis y/o neuroprotector mientras que tiene un bajo
potencial en la estimulacion de la eritropoyesis.

Segun la invencién, puede administrarse de manera sistémica (intravenosa, intraperitoneal, intradérmica) EPO
producida en una célula de mamifero que expresa EIA, tal como EPO producida por PER.C6™, para inhibir, para
prevenir y/o para reparar el dafo neural que esta provocado, por ejemplo, por lesién cerebral y craneal aguda o
trastornos neurodegenerativos. La presente invencion también proporciona productos que pueden usarse para
modular la funcién de tejidos que podrian dafiarse gravemente por la hipoxia, tales como el sistema nervioso central
y periférico, tejido retiniano y tejido cardiaco en mamiferos. Tales tejidos pueden estar enfermos pero también
pueden ser normales y sanos. Los trastornos que pueden tratarse mediante productos proporcionados por la
presente invencion pueden resultar de lesiones craneales, cerebrales y/o cardiacas agudas, enfermedades
neurodegenerativas, trastornos convulsivos, envenenamiento con neurotoxinas, hipotensién, paro cardiaco,
radiacion, esclerosis multiple y/o de lesiones debidas a hipoxia. La hipoxia puede ser el resultado de la falta de
oxigeno prenatal o posnatal, sensacion de ahogo, enfisema, choque séptico, paro cardiaco, asfixia, casi
ahogamiento, crisis de células falciformes, sindrome de dificultad respiratoria en el adulto, disritmia, narcosis de
nitrégeno, disfuncién cognitiva posquirtrgica, envenenamiento con monoéxido de carbono, inhalacion de humo,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica, choque anafilactico o choque de insulina. Las lesiones convulsivas
incluyen, pero no se limitan a, epilepsia, trastorno convulsivo crénico o convulsiones. En el caso de que la patologia
sea un resultado de enfermedades neurodegenerativas, el trastorno puede deberse a demencia del SIDA,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, accidente cerebrovascular,
paralisis cerebral, traumatismo de la médula espinal, traumatismo cerebral, pérdida de funcién cognitiva relacionada
con la edad, esclerosis lateral amiotréfica, alcoholismo, isquemia retiniana, glaucoma, pérdida neural general,
pérdida de memoria o envejecimiento. Otros ejemplos de enfermedades que pueden tratarse con productos
proporcionados por la presente invencién incluyen autismo, depresion, trastornos de ansiedad, trastornos del estado
de animo, trastorno de hiperactividad con déficit de atencion (THDA) y disfuncién cognitiva.

PER.C6™-EPO puede cruzar de manera pasiva la barrera hematoencefélica en el caso de disfuncion de la barrera
hematoencefalica. En el caso de que la barrera hematoencefalica esté intacta, se cree que PER.C6™-EPO se
transporta de manera activa por la barrera hematoencefalica a través del EPO-R. Algunos estudios sugirieron que la
propia EPO puede cruzar la barrera hematoencefdlica cuando se administran altas dosis de EPO recombinante
(documento WO 00/61164). Otra via pronosticada para que PER.C6™-EPO cruce la barrera hematoencefélica es
mediante la interaccién de las estructuras de (sialil-)Lewis x glicano presentes en la EPO producida por PER.C6™
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EPO con moléculas de E-selectina presentes en células endoteliales de microvasos cerebrales humanos (Lou et al.
1996). La interaccion entre E-selectina y EPO puede facilitar el transporte de EPO a través de la barrera endotelial
cerebral puesto que también se ha implicado a E-selectina en la migracién de linfocitos T al SNC (Wong et al. 1999).
Si se requiere para una neuroproteccion éptima, puede administrarse EPO producida por PER.C6™ a una dosis
significativamente superior que EPO de tipo sérico, porque PER.C6™-EPO inducira la eritropoyesis de manera
mucho menos eficaz, de manera que los efectos perjudiciales del aumento de hematocrito se reducen o incluso
estan ausentes.

En otro aspecto de la invencién, puede administrarse EPO producida en una célula de mamifero que expresa EIA,
tal como PER.C6™-EPQ, por via intratecal mediante infusién, o a través de un catéter ventricular permanente, o a
través de inyeccion lumbar, para inhibir o prevenir el dafio neural. De nuevo, la ventaja de usar EPO de tipo cerebral
con respecto a EPO de tipo sérico es que en caso de fuga a la circulacién sanguinea en el caso de disfuncion de la
barrera hematoencefalica, debido a accidente cerebrovascular por ejemplo, no se produciran efectos secundarios no
deseados con respecto a eritropoyesis.

La presente invencion establece que células transformadas en crecimiento indefinido que crecen hasta densidades
muy altas en condiciones libres de suero y que tienen caracteristicas neurales, tales como PER.C6™, son
extremadamente Utiles para producir factores que dependen para su funcionalidad de estas caracteristicas. Esto
proporciona también inherentemente la posibilidad de producir factores que no tienen caracteristicas neurales o
funciones relacionadas con el sistema neural pero que no obstante se benefician de las modificaciones
postraduccionales que se ocasionan por tales células. Puede preverse que algunos factores también desempefian
un papel en tejido no neural pero que todavia requieren estructuras de glicosilacion que incluyen por ejemplo
estructuras de Lewis x o residuos de fucosa tal como se describe para EPO en la presente invencion y que pueden
proporcionarse mediante los medios y métodos de la presente invencion. Los ejemplos de factores que podrian
producirse mediante PER.C6™ y que se aprovecharian de las caracteristicas neurales de células PER.C6™
incluyen, pero no se limitan a, eritropoyetina de tipo cerebral, transferrina y los diferentes factores mencionados
anteriormente. La invencion muestra que es muy probable que la produccion de otras glicoproteinas neurotroficas
recombinantes se beneficie de las modificaciones de tipo cerebral que tienen lugar en tales células.

Segun la presente invencién, se ha encontrado sorprendentemente que moléculas de tipo eritropoyetina que tienen
en promedio un recuento de residuos de acido sidlico inferior por estructura principal de proteina son todavia
eficaces en el tratamiento y/o la prevencion de diversos trastornos. Esto abre completamente nuevos modos de uso
de EPO y moléculas de tipo EPO que hasta la fecha se creia que eran de menos uso o sin uso, incluyendo pero sin
limitarse a fracciones de EPO con bajo contenido en sialilo de lotes de EPO producidos en sistemas de células de
mamiferos recombinantes, desechadas tras su fraccionamiento debido a su bajo grado de sialilacion promedio y/o
baja actividad eritropoyética asociada.

De este modo, la presente invenciébn demuestra que EPO con un bajo contenido en acido sidlico es
aproximadamente tan potente en la reduccion del tamafo del infarto en un accidente cerebrovascular inducido
experimentalmente en ratas que EPO con un contenido en acido sialico superior. Esta bien establecido en la técnica
que un contenido en &cido sialico alto de EPO se correlaciona con semividas circulatorias mas largas y aumento de
la potencia eritropoyética in vivo (Tsuda et al. 1990; Morimoto et al. 1996).

Por consiguiente, en términos generales, la invencién proporciona el uso de una composicién de moléculas de
eritropoyetina para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de un trastorno seleccionado del grupo
que consiste en isquemia, una lesién por reperfusién, un trastorno inducido por hipoxia, una enfermedad
inflamatoria, un trastorno neurodegenerativo y dafio agudo al sistema nervioso central o periférico, teniendo dicha
composicién de moléculas de eritropoyetina basandose en el contenido en proteina una actividad eritropoyética
inferior in vivo que epoetina alfa y epoetina beta. Las realizaciones de la invencién comprenden composiciones y el
uso de las mismas en las que dicha actividad eritropoyética in vivo es al menos el 10, el 20, el 30, el 40, el 50, el 60,
el 70, el 80 o el 90% inferior a la de la epoetina alfa (Eprex) o epoetina beta. Moléculas de tipo eritropoyetina
pretenden incluir moléculas que tienen una estructura principal de proteina que es idéntica a o similar a las formas
actualmente conocidas de EPO, por ejemplo muteinas de EPO, derivados de EPO o moléculas de EPO que difieren
en la glicosilacion de la estructura principal de proteina en sentido cualitativo y/o cuantitativo. Se pretende que
muteinas tal como se usa en el presente consistan en moléculas de tipo eritropoyetina que tienen una o mas
mutaciones en la estructura principal de proteina mediante delecién, adicién, sustitucién y/o translocacion de
aminoacidos en relacién con la estructura principal de proteina de epoetina alfa y deben incluir variantes alélicas que
se producen de manera natural asi como variantes obtenidas de manera genética y/o quimica y/o enzimatica. Tales
moléculas deben poder conferir todavia una actividad funcional de EPO. Pueden obtenerse usando técnicas
convencionales de biologia molecular, bien conocidas por los expertos en la técnica. Un derivado tal como se usa en
el presente documento es una molécula de tipo eritropoyetina que puede obtenerse a partir de eritropoyetina o
epoetina alfa, o cualquier otra muteina funcional de epoetina alfa mediante la modificaciéon quimica o enzimatica de
la misma. Actividad eritropoyética tal como quiere decirse en el presente documento es el efecto estimulador de la
EPO sobre la produccién de globulos rojos en un sujeto humano o animal, tal como puede medirse mediante el
aumento de los valores de hematocrito a un cierto punto en el tiempo tras la administraciéon al sujeto humano o
animal de moléculas de tipo eritropoyetina (véase por ejemplo el ejemplo 9), o la medicion de la concentracion de
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hemoglobina. Estos métodos los conocen bien los expertos en la técnica. La epoetina alfa es la forma de EPO
humana recombinante presente en Eprex-™ comercializada actualmente, y es similar o idéntica (con respecto a la
composicién de aminoacidos e hidratos de carbono) a eritropoyetina humana aislada de orina de pacientes
anémicos. Estan bien establecidos regimenes de tratamiento para fines eritropoyéticos. En general, las
dosificaciones de EPO se proporcionan en Ul (unidades internacionales), que se refieren a la actividad de EPO en
eritropoyesis. Tales Ul se correlacionan con el contenido en proteina de EPO pero se definen operativamente, y por
tanto la correlacion puede variar entre diferentes lotes. Como norma general, una Ul corresponde a 8-10 ng de
epoetina alfa. Para el fin de describir la invencién, se hace referencia a la actividad eritropoyética de las moléculas
de tipo eritropoyetina basandose en el contenido en proteina, para librarse de la variable introducida al definir UL.
Quedard claro para el experto en la técnica que aunque las Ul se proporcionan habitualmente para preparaciones de
EPO comerciales, la concentracion de moléculas de EPO en tales preparaciones puede definirse faciimente segun
procedimientos convencionales. Esto permitira determinar la actividad especifica relativa por ejemplo en Ul/g (véase
por ejemplo el documento EP 0428267). También se describen varios ensayos in vivo e in vitro Utiles para estos
fines por Storring et al. (1992). Ejemplos de otras formas de EPO actualmente en el mercado son Procrit o Epogen
(ambas epoetina alfa) y Aranesp (darbepoetina alfa, EPO con sitios de N-glicosilacién adicionales para aumentar la
semivida circulatoria y la actividad eritropoyética).

Aunque la actividad eritropoyética puede variar algo entre las diversas preparaciones de epoetina alfa y epoetina
beta comerciales en el mercado, generalmente estan optimizadas para una actividad eritropoyética alta. La presente
invencion da a conocer el uso de moléculas de tipo EPO o formas de EPO que tienen una actividad eritropoyética o
hematopoyética inferior, disminuyendo o evitando de ese modo los efectos secundarios de aumento de la
eritropoyesis cuando esto no se desea.

Lo dado a conocer es una composicién de moléculas de tipo eritropoyetina caracterizada por un nimero promedio
de residuos de &cido sidlico por molécula de tipo eritropoyetina que es al menos el 10% inferior al nimero promedio
de residuos de &cido sialico por molécula de eritropoyetina en epoetina alfa. Segun otras realizaciones, dicho
nuamero promedio de residuos de acido sialico puede elegirse para que sea al menos el 20%, el 30%, el 40%, el
50%, el 60%, el 70%, el 80% o el 90% inferior al nUmero promedio de residuos de acido sidlico por estructura
principal de proteina EPO en epoetina alfa. Dicho nimero promedio de residuos de &cido sidlico en la molécula de
tipo eritropoyetina se encuentra preferiblemente entre el 0 y el 90% del nimero promedio de residuos de acido
sidlico por molécula de EPO en epoetina alfa, aunque el porcentaje exacto puede depender de trastorno a trastorno
y, algunas veces, de paciente a paciente, ya que algunas combinaciones de paciente-trastorno son menos
vulnerables a valores de hematocrito altos que otras. Alternativamente, el nimero de residuos de acido sialico podria
describirse por molécula de tipo EPO, por ejemplo 15, 14, 13,12, 11, 10,9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 6 0 residuos de &cido
sidlico por molécula de tipo EPO. Puesto que los valores son promedios calculados para una composicién que
consiste en moléculas de tipo epo de grado variable de sialilacion, son posibles valores de nimeros no enteros entre
los valores mencionados para definir las moléculas segun la invencion. El intervalo 6ptimo podria determinarse
empiricamente sin carga excesiva por el experto en la técnica. El nimero promedio de residuos de &cido sialico por
molécula o el contenido en acido sialico de EPO puede determinarse segun procedimientos publicados, y los
conocen bien los expertos en la técnica. Se describe un posible procedimiento en el documento EP 0428267. En
resumen, los residuos de acido sidlico se escinden de las moléculas de tipo EPO mediante hidrdlisis con acido
sulfarico 0,35 M a 80°C durante 30 minutos, y las disoluciones se neutralizan con hidréxido de sodio antes de su
andlisis. Alternativamente, los &cidos sialicos pueden eliminarse mediante escision enzimatica segun procedimientos
convencionales. La cantidad de EPO se estima usando procedimientos bien conocidos, por ejemplo usando kits de
ensayo de proteinas disponibles comercialmente (por ejemplo ensayo de Bradford, Biorad) y curvas patrén usando
EPO humana recombinante como patron, absorbancia a 280 nm, ELISA, RIA y similares. El contenido en &cido
sidlico puede analizarse mediante el procedimiento de Jourdian ef al. (1971). Alternativamente, los &cidos sialicos
pueden analizarse usando cromatografia de intercambio aniénico de alta resolucion, usando procedimientos bien
conocidos por el experto (por ejemplo analisis de acidos sialicos usando cromatografia de intercambio aniénico de
alta resolucion, numero de formulario de solicitud TN41, Dionex). El contenido en acido sidlico puede expresarse
como moles de &cido sialico por mol de EPO, o un nimero promedio de residuos de &cido siélico por molécula de
tipo EPO. También puede proporcionarse una indicacién del niumero promedio de residuos de &cido sialico por
molécula de tipo EPO mediante isoelectroenfoque (véase el ejemplo 4), que mide el pl.

Pueden preverse varios modos para obtener moléculas de tipo eritropoyetina con un nimero promedio inferior de
residuos de &cido sialico por molécula de tipo eritropoyetina. Estos incluyen, pero no se limitan a tratamiento de
moléculas de tipo EPO, por ejemplo producidas de manera recombinante en cualquier linea de célula huésped
adecuada, usando enzimas que eliminan por escision el &cido sidlico particular, tales como neuraminidasas, o
enzimas que eliminan por escisién mas sustituyentes (incluyendo &cido sidlico) de las estructuras de glicosilacién,
tales como por ejemplo N-glicanasa F (elimina el N-glicano completo), endoglicosidasa F2 (elimina estructuras
biantenarias), endoglicosidasa F3 (elimina estructuras bi y triantenarias) y similares, o tratamiento de moléculas de
tipo EPO con agentes quimicos, incluyendo pero sin limitarse a acidos, lo que da como resultado una disminucién
del nimero promedio de residuos de acido sialico por molécula de tipo EPO. En particular, una fraccién de EPO
altamente sialilada podria desialilarse asi y usarse en la presente invencion. Aln en otra realizacion, se obtienen
moléculas de tipo EPO con un ndmero promedio inferior de moléculas de &cido sidlico purificando o separando tales
formas de una mezcla de contiene EPO con sialilacién tanto superior como inferior. Los sistemas de produccion
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usados actualmente dan como resultado generalmente tales mezclas, y la EPO que se destina a fines
eritropoyéticos se prepara purificando las formas con un numero promedio alto de residuos de é&cido sialico. La
presente invencidén da a conocer el uso de otras fracciones a partir de este procedimiento, es decir, las formas de
EPO con un numero inferior de residuos de acido sidlico. La purificacién o separacion de tales fracciones puede
realizarse usando técnicas bien establecidas conocidas por el experto, tales como intercambio iénico, purificacion
por afinidad y similares. Las moléculas de tipo eritropoyetina de la invencién se producen preferiblemente de manera
recombinante. Esto puede realizarse en cualquier sistema de expresion adecuado, incluyendo pero sin limitarse a
células de ovario de hamster chino, células de rinén de cria de hamster, células humanas, tales como Hela,
HEK293 o PER.C6™. También es posible la expresion en células eucariotas inferiores tales como células de
insectos o levaduras. La produccién de moléculas de tipo EPO que tienen un bajo contenido en &cido siélico puede
realizarse en sistemas celulares de sialilacion deficiente, debido a una falta natural de enzimas de sialilacion, tales
como ciertos huéspedes procariotas, 0 mediante mutagénesis o modificacién genética de huéspedes que aparte de
esto pueden producir proteinas sialiladas. Estan bien documentados métodos y medios para producir proteinas
recombinantes y los conoce el experto en la técnica, y quedara claro para el experto que es posible el uso de una
fuente diferente para la proteina de tipo EPO sin apartarse del alcance de la invenciéon. En un aspecto de la
invencion, las moléculas de tipo EPO se producen mediante métodos segun la invencion, produciendo de ese modo
moléculas con una modificacién postraduccional predeterminada.

En otro aspecto de la invencion, la composicion que comprende moléculas de tipo eritropoyetina se caracteriza por
la presencia de moléculas de tipo eritropoyetina que una vez administradas por via parenteral a un sujeto humano o
animal se aclaran del torrente sanguineo a una velocidad mas rapida que epoetina alfa y epoetina beta. El
aclaramiento del torrente sanguineo puede medirse mediante métodos bien conocidos en la técnica, por ejemplo
determinando la semivida de una proteina en la sangre tal como se realiza en el ejemplo 18. En voluntarios sanos, la
epoetina alfa tiene una semivida circulatoria de aproximadamente 4 horas tras inyecciones intravenosas repetidas.
Se ha notificado una semivida de aproximadamente 5 horas en pacientes con insuficiencia renal crénica, y
aproximadamente 6 horas en nifos. Usando el método del ejemplo 8, se mide una semivida de 180 min. para
epoetina alfa (Eprex). Debe quedar claro para el experto que este método puede usarse para determinar la semivida
de las composiciones de la invencion, y expresar esta semivida en horas o en un porcentaje de la semivida de la
EPO convencional EPO (Eprex). Son viables experimentos similares en seres humanos para determinar la semivida
en seres humanos. Moléculas de tipo eritropoyetina con una razoén inferior de estructuras tetraantenarias con
respecto a estructuras biantenarias también tendran una semivida mas corta en plasma (Misaizu et al, 1995;
Takeuchi et al, 1989). La produccién de EPO en lineas celulares que dan lugar a tales razones inferiores es viable, o
alternativamente estas formas se purifican de las formas que contienen mas estructuras tetraantenarias. Tales
composiciones que comprenden relativamente mas estructuras biantenarias también son utiles segun la invencién.
Quedard claro que una ventaja de la invencion actual es que pueden alcanzarse concentraciones maximas
superiores de moléculas de tipo eritropoyetina en la circulacién en comparacién con las formas de EPO usadas
actualmente tales como Eprex, Procrit, NESP. Si se deseasen altas concentraciones de moléculas de tipo EPO para
dicho tratamiento, esto puede realizarse administrando altas dosis de las composiciones de la invencion, por ejemplo
en forma de preparaciones farmacéuticas que contienen dosis altas. La administracion de dosis similares basandose
en el contenido en proteina de las moléculas de tipo EPO usadas actualmente conduciria a una eritropoyesis
superior, lo que es un efecto secundario no deseado para dichos tratamientos.

La invencién también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden dichas moléculas de
eritropoyetina, y métodos para el tratamiento o la prevencion de trastornos seleccionados de dichos grupos, asi
como composiciones de moléculas de eritropoyetina para el tratamiento preventivo y/o terapéutico del cuerpo
humano o animal.

Ejemplos

Ejemplo 1. Estudios sobre la expresion de proteinas marcadoras en células PER.C6™.

Se derivaron las células que se transformaron con la regién E1 del adenovirus humano tipo 5 y que dieron como
resultado la linea celular PER.C6™ (tal como se depositd en la ECACC con el n.? 96022940) de una retina
embrionaria humana. Las retinas comprenden generalmente varios tipos de células diferentes (al menos 55 subtipos
neuronales diferentes), incluyendo células de tipo fibroblasto y neuronales (Masland 2001). Con el fin de rastrear el
origen celular de PER.C6™, se realizé un estudio para someter a prueba la expresién de proteinas marcadoras en o
sobre las células. Estos marcadores se conocen en la técnica por ser caracteristicos de ciertos tipos de células y/o
tejidos. En la tabla 1 se facilitan las proteinas marcadoras.

Se someti6 a prueba la expresién de la proteina marcadora usando anticuerpos dirigidos contra las proteinas
marcadoras. En cada experimento, se llevé un control negativo (células PER.C6™ no incubadas con anticuerpo) y
un control positivo. Estos controles positivos son cortes de tejido humano que se sabe que expresan la proteina
marcadora (tabla Il).

Se cultivaron células PER.C6™ en portaobjetos de vidrio en una camara de medio (Life Technologies, Nunc Lab-
Tek, portaobjetos de camara, esterilizados por radiacién, 2 cadmaras de medio, n.® de catélogo 154464A). Se
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sembraron células PER.C6™ a una confluencia del 65-70% (2 pocillos por camara de cultivo) y se cultivaron durante
24 h a 37°C (10% de CO», 95% de aire). Se aspir6 el medio y se lavaron los portaobjetos de vidrio con células con
PBS estéril, se retiraron de la camara de medio y se secaron al aire. Se fijaron las células sobre los portaobjetos de
vidrio mediante incubacién en acetona durante 2 min. Tras el secado al aire, se envolvieron los portaobjetos en
lamina de aluminio y se congelaron a una temperatura inferior a -18°C hasta su uso.

Se obtuvieron tejidos de control positivo de bancos de portaobjetos de tejido preparados para su uso de rutina en la
division de patologia, Academic Hospital Erasmus University (Rotterdam, Paises Bajos). Se prepararon cortes
congelados (5 um) y se fijaron en acetona, segin procedimientos de rutina.

En la tabla Ill se facilitan los anticuerpos primarios, sus proteinas marcadoras respectivas, los proveedores y los
nuameros de catalogo de los anticuerpos. Las diluciones, también detalladas en la tabla lll, se realizan en solucion
salina tamponada con fosfato (PBS), albimina sérica bobina al 1%. Se realizaron incubaciones de los portaobjetos
con el anticuerpo primario durante 30 min. a temperatura ambiente, se enjuagaron con PBS y se incubaron con el
anticuerpo secundario. Estos anticuerpos secundarios fueron o bien anticuerpo de cabra anti-conejo (DAKO E0432;
dilucion 1:50) o bien anticuerpo de cabra anti-raton (DAKO E0433; dilucion 1:50), dependiendo de la naturaleza del
anticuerpo primario usado. Se conjugd el anticuerpo secundario con biotina. Tras enjuagar con PBS, se incubaron
los portaobjetos con complejo de estreptavidina-avidina/biotina conjugado con fosfatasa alcalina (DAKO, K0376).
Tras 30 min. de incubacion, se enjuagaron las muestras con Tris/HCI pH 8,0, se revelaron con fucsina-sustrato
cromogeno (DAKO K0624) en la sala a oscuras durante 30 min. Posteriormente, se enjuagaron los portaobjetos con
agua corriente durante 2 min. y se contratifieron con hematoxilina segun procedimientos de rutina bien conocidos
por personas expertas en la técnica. Entonces, se examinaron los portaobjetos microscépicamente y se clasificaron
para la expresion de la proteina marcadora (negativos o positivos). Los resultados se presentan en la tabla IV. Para
la tincién de neurofilamentos (positivos) no todas las células PER.C6™ se tifieron positivamente como resultado de
una fase de maduracién o ciclo celular diferente de la poblacion celular. Esto es una observacién normal para las
tinciones de neurofilamentos.

A partir de los datos obtenidos se concluyé que las células PER.C6™ son de origen neuronal puesto que las células
se tifieron positivas para vimentina, sinaptofisina, neurofilamentos, GFAP y N-CAM.

Ejemplo 2. Composicién de monosacaridos de N-glicanos derivados de PERC6™-EPQO en comparacién con los de
Eprex.

Una primera etapa en la caracterizaciéon de las estructuras de N-glicanos producidos por PER.C6™ es la medicion
de la razén molar de los diversos monosacaridos. El analisis de los monosacaridos se realiz6 usando cromatografia
de intercambio aniénico de alto rendimiento con deteccion amperométrica pulsada (HPAEC-PAD). Para este andlisis
se seleccionaron muestras de EPO, producidas por los clones derivados de PER.C6™, P7, P8 y C25 (P7 y P8 se
describen en el documento WO 00/63403, y C25 se gener6 generalmente segin estos métodos, usando el gen de
resistencia a neomicina como marcador de seleccion [plasmido pEPO2001/Neo]) en medio DMEM y/o JRH. Se
analiz6 en paralelo Eprex (Jansen Cilag), que es la eritropoyetina derivada de CHO disponible comercialmente, y por
tanto se usé como referencia.

Se purificaron muestras de PER.C6™-EPO mediante cromatografia de afinidad usando una columna empaquetada
con perlas de C4 Sepharose (volumen de la perla de 4 ml, Amersham Pharmacia Biotech) acopladas con
anticuerpos monoclonales de raton anti-EPO (IgG1). Se eluyeron las moléculas de EPO unidas con glicina-HCI 0,1
M, pH 2,7, y se neutralizaron inmediatamente las fracciones resultantes mediante la adicién de tampén fosfato de
sodio/potasio, pH 8,0. Posteriormente, se reunieron las fracciones que contenian EPO y se cambid el tampén a Tris-
HCI 20 mM que contenia Tween 20 al 0,1% (v/v) utilizando columnas de desalinizacion Hiprep 26/10 (Amersham
Pharmacia Biotech).

Para los andlisis de glicanos, se dializaron muestras de EPO purificadas durante la noche frente a agua de calidad
MilliQ, y se secaron en un evaporador Speedvac. Las muestras de EPO secadas (cantidades que oscilaban desde
39 hasta 105 pug) se disolvieron en tampoén de incubacién (tampoén de perfilado C3 diluido 1:1, Glyko). Tras la adicién
de dodecilsulfato de sodio (SDS) y beta-mercaptoetanol hasta concentraciones finales del 0,1% (p/v) y el 0,3% (v/v),
respectivamente, se desnaturalizaron las muestras durante 5 min. a 100°C. Después se anadié Nonidet P- 40 (BDH)
hasta una concentracién final del 0,75% (v/v), y se desglicosil6 EPO durante la noche a 37°C, usando N-glicanasa F
(mU, Glyko). Tras la desglicosilacién, se separaron los N-glicanos liberados de las proteinas, las sales y los
detergentes usando columnas SPE (Alltech) con negro de carb6n grafitizado (Carbograph), segun Packer et al.
(1998).

Se sometieron a hidrdlisis las cadenas de N-glicano purificadas en acido trifluroacético 2 M (TFA) a 100°C durante 4
h. Tras la hidrolisis, se secaron los monosacaridos en un evaporador Speedvac, se lavaron con agua, y se
evaporaron de nuevo en un evaporador Speedvac. Se disolvieron los monosacaridos secos en 26 ul de agua de
calidad MilliQ. Tras la adicién de 6 pl de desoxiglucosa (100 nmol/ml), que se usé como patrén interno, se aplicaron
las muestras (24,5 pl) a un sistema BioLC de HPAEC-PAD con una columna CarboPac PA 1 de 2 mm de didametro
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(Dionex). La columna se eluyé isocraticamente en NaOH 16 mM (Baker) a una velocidad de flujo de 0,25 ml/min. Se
calculdé la composicion de monosacéaridos comparando el perfil con el obtenido con una mezcla de patrones de
monosacaridos que consistia en fucosa, desoxiglucosa, galactosamina, glucosamina, galactosa y manosa.

El andlisis de monosacaridos demostr6 que el estado de glicosilacién de PER.C6™-EPO es significativamente
diferente de Eprex (tabla V). Se normalizé la razon de los monosacaridos indicados (Man = manosa, Fuc = fucosa,
GaINAc = N-acetilgalactosamina, GIcNAc = N-acetil-glucosamina, Gal = galactosa) a 3 Man. Entre paréntesis se
facilitan los valores por duplicado. Las muestras de PER.C6™-EPO contienen cantidades significativas de GalNAc,
mientras que los azucares N-unidos de Eprex carecen de este residuo. Esto sugiere que PER.C6™-EPO contiene
las denominadas estructuras de LacdiNAc (por ejemplo, GaINAcB1-4GIcNAc). Otra caracteristica de PER.C6™-EPO
es la relativa abundancia de residuos de fucosa mostrada en la tabla V. Esto indica fuertemente la presencia de
estructuras de Lewis en los N-glicanos de PER.C6™-EPQ. En contraposicién, se sabe que Eprex esta desprovisto
de estructuras de Lewis. Por consiguiente, la cantidad de fucosa encontrada en Eprex puede atribuirse Unicamente a
la fucosilacion del nicleo de N-glicanos. De manera notable, los datos de los analisis de monosacaridos también
demostraron que las condiciones de cultivo afectan al estado de glicosilacion de EPO en PER.C6™. No debe
concluirse que las condiciones de cultivo son las Unicas responsables de las modificaciones postraduccionales
predeterminadas que estan presentes en las proteinas producidas. Naturalmente, las lineas celulares deben poder
modificar las modificaciones postraduccionales de las proteinas producidas en tales células a través de la presencia
de ciertas enzimas de glicosilacion especificas tales como transferasas. Las condiciones de cultivo sélo pueden
ejercer actividades aditivas.

Por ejemplo, cuando se cultivan clones que producen EPO (en suspensién) en medio JRH Excell 525, se encontré
que los glicanos N-unidos de EPO contenian niveles superiores de GlcNAc, GalNAc, Gal y Fuc en comparacion con
los azucares N-unidos de EPO derivados de células cultivadas (adherentes) en medio DMEM (tabla V). Este efecto
fue particularmente evidente en el caso del clon P8. El elevado nivel de GIcNAc puede sugerir que ha aumentado la
ramificacion de los azdcares N-unidos y/o que los azicares N-unidos contienen mas repeticiones de lactosamina,
cuando las células se cultivan en medio JRH. EI aumento en N-acetil glucosaminilacion y en (N-acetil-)
galactosilacion da lugar a su vez a un aumento del nimero de sitios aceptores de fucosa proporcionando de ese
modo una explicacién para el aumento del contenido en Fuc.

Ejemplo 3. Andlisis espectrométrico de masas para revelar diferencias estructurales entre N-glicanos de PER.C6™-
EPQO y Eprex.

Para obtener informacion mas detallada sobre la estructura de los N-glicanos producidos por PER.C6™, se decidié
analizar las cadenas de azucar completas de PER.C6™-EPO mediante MALDI-MS. Para este andlisis, se utilizaron
muestras de EPO purificadas por afinidad, producidas por los clones derivados de PER.C6™, P7 y P8 en medio
DMEM, que se fraccionaron adicionalmente mediante cromatografia de intercambio aniénico (tal como se describe
mas adelante). Se sometieron muestras de PER.C6™, purificadas por afinidad tal como se describe en el ejemplo 2,
de las que el tampo6n se cambio después a PBS, a cromatografia de intercambio aniénico usando una columna de
HiTrap Sepharose Q HP (Amersham Pharmacia Biotech). Se obtuvieron tres subfracciones de EPO aplicando un
gradiente escalonado en Tris-HCI 20 mM / CuSOs4 20 uM, comenzando con NaCl 45 mM (fraccién 1), seguido por
NaCl 75 mM (fraccion 2) y finalizando con NaCl 135 mM (fraccion 3). Cada escalon en el gradiente duré 10 min. con
una velocidad de flujo de 1 ml/min. Las fracciones 1 de cuatro rondas se reunieron en el conjunto A, las fracciones 2
en el conjunto B, y las fracciones 3 en el conjunto C. Después se desalaron los conjuntos resultantes A, By C
utilizando columnas de desalinizacion HiPrep 26/10 (Amersham Pharmacia Biotech). Se liberaron los glicanos N-
unidos de los conjuntos de EPO mediante tratamiento con N-glicanasa F y se desialilaron mediante tratamiento con
neuraminidasa. Se analiz6 en paralelo Eprex como referencia. En la figura 1A-G se muestran espectros de masas
representativos de diversas muestras de EPO: Eprex y las muestras purificadas, fraccionadas (conjuntos A, By C de
la columna de cromatografia de intercambio aniénico). Se trataron muestras de PER.C6™-EPO derivadas de los
clones indicados cultivados en medio DMEM con glicanasa F y neuraminidasa, y después se analizaron mediante
MALDI-MS. Los simbolos (representados en el espectro de Eprex) son: cuadrado negro es GlcNAc, circulo blanco
es Man, circulo negro es Gal, triangulo blanco es Fuc. El perfil de masas de los azicares N-unidos de Eprex (figura
1A) corresponde a los datos publicados previamente e indica que los azucares tetraantenarios con o sin repeticiones
de lactosamina predominan en esta preparacion de EPO. Aunque Eprex y PER.C6™-EPO contienen estructuras de
azucares con una masa similar (figura 1H-G), el perfil de las estructuras de azucares del segundo es mucho mas
complejo, lo que sugiere que estos azlcares presentan un gran grado de heterogeneidad. Se us6 el programa
informatico de ExPAsy para predecir la composicion de azicares partiendo de la base de la masa observada (tablas
VI y VII). También se presentd la abundancia relativa de los diferentes oligosacéaridos en cada conjunto. Los datos
demostraron que la mayoria de los oligosacaridos N-unidos derivados de PER.C6™-EPO contienen multiples
residuos de fucosa (tablas VI y VII, véase el nivel de residuos de dHex). Algunos glicanos estaban incluso
fucosilados de manera cuadruple. Por consiguiente, estos datos estan en linea con los andlisis de monosacaridos y
sugieren fuertemente que PER.C6™-EPO estd hiperfucosilada, y, por tanto, lo mas probablemente decorada
ampliamente con N-glicanos que tienen las denominadas estructuras de Lewis. Se sabe que los oligosacaridos con
epitopos de Lewis x (siallados) son secuencias de reconocimiento esenciales para selectinas, que median
adhesiones célula-célula tanto en respuestas inflamatorias como inmunitarias (Varki et al. 1999) y se encuentran de
manera caracteristica en glicoproteinas de cerebro (Margolis y Margolis 1989). Por tanto, se ha demostrado que

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2381104 T3

numerosas glicoproteinas que portan estas estructuras de Lewis x tienen potencial terapéutico mostrando
actividades antiinflamatorias e inmunosupresoras. Se observa en este caso que una sefial de masa no siempre
puede asignarse inequivocamente a una cierta estructura de azucar: por ejemplo, residuos como GIcNAc y GalNAc
tienen la misma masa. Dado que el andlisis de monosacaridos de PER.C6™-EPO revel6 la aparicion de GalNAc en
los azlcares N-unidos, se espera que algunos de estos picos representen N-glicanos con las denominadas
estructuras de LacdiNAc (por ejemplo, GaINAcB1-4GIcNAc). Por ejemplo, picos con valores de m/z de ~ 2038 y ~
2185 (tablas VI y VII) representan lo mas probablemente N-glicanos con motivos de LacdiNAc. Por lo demas, estos
picos representarian estructuras tetraantenarias, que terminan en GlcNAc debido a la ausencia de Gal o GalNAc.
Aunque pueden estar presentes tales estructuras debido a glicosilacion incompleta, la presencia de Fuc proximal
implica que el azucar contenia un residuo de Gal o GalNAc que es necesario para formar un motivo que se reconoce
por la fucosiltransferasa (FUT) que cataliza la formacion de la estructura de Lewis.

La aparicion relativa de los diferentes azlcares varia entre las preparaciones de EPO derivadas de dos clones de
PER.C6™ independientes, tal como se considera por la diferencia en la altura relativa de ciertos picos. En particular,
los supuestos azucares biantenarios con motivos de LacdiNAc (figura 1; tablas VI y VII, sefales con valores de m/z
de ~ 2038 y ~ 2185) son los azUcares principales en las muestras de EPO derivadas de P8, mientras que en las
muestras de P7 estas estructuras son mucho menos abundantes. En este ultimo clon, el pico con un valor de m/z de
~ 2541, que corresponde supuestamente a un glicano tetraantenario completamente galactosilado, fue la estructura
mas abundante. Estos datos estan de acuerdo con los analisis de monosacaridos, que ya indicaron que, cuando se
hacia crecer en medio DMEM, P8 producia EPO que portaba glicanos con un grado inferior de ramificacion que los
derivados de P7-EPO (tabla V).

Ejemplo 4. Comparacién del contenido en acido sidlico de PER.C6™-EPQO y CHO-EPO.

Se analiz6 el contenido en acido sidlico de PER.C6™-EPQO y se comparé con la eritropoyetina derivada de células
de ovario de hamster chino (CHO-EPO) mediante isoelectroenfoque (IEF) usando tiras de IPG (Amersham
Pharmacia Biotech) que tienen un gradiente de pH lineal de 3-10. Tras el enfoque, se transfirieron de manera pasiva
las isoformas de EPO a nitrocelulosa y se visualizaron usando un anticuerpo especifico para EPO y ECL (figura 2).
Se analizé mediante isoelectroenfoque EPO producida por cuatro clones de PER.C6™ diferentes (carriles C, D, E, y
F) y tres clones de CHO diferentes que expresan EPO de manera estable (carriles G, H, y |) para determinar el
contenido en &cido sidlico. Se generaron las lineas celulares CHO y PER.C6™ productoras de EPO generalmente
segun métodos descritos en el documento WO 00/63403 usando el gen de resistencia a neomicina como marcador
de seleccion. Se cargaron por tira mil UE de PER.C6™-EPO y 500 UE de CHO-EPO. Se usaron quinientas Ul de
Eprex (carril A) y Eprex tratada con neuraminidasa (parcialmente desialilada) (carril B) para identificar las diversas
isoformas de EPO. Tras el enfoque, se transfiri6 EPO a filtro de nitrocelulosa y se visualizé usando un anticuerpo
monoclonal contra EPO y ECL. La muestra de Eprex, que representa una EPO disponible comercialmente es una
formulacion que contiene isoformas altamente sialiladas y se us6 como marcador.

Los resultados demostraron que las células CHO pueden producir isoformas de EPO que contienen hasta al menos
12 acidos sialicos por molécula (carriles G-1), lo que confirma los datos de Morimoto et al. (1996). En contraposicion,
aunque se produjeron algunas isoformas con 8-10 acidos sialicos por PER.C6™, éstas estuvieron representadas de
manera insuficiente y so6lo podian detectarse tras la exposicién prolongada de la pelicula (carriles C-F). En
consecuencia, puede concluirse que PER.C6™-EPO esta considerablemente menos sialilada que CHO-EPO.

Ejemplo 5. Actividades a.1,3-, a1,6- y o1,2-fucosiltransferasa en células PER.C6™.

El potencial de glicosilacién de una célula se determina en buena parte por un amplio repertorio de glicosil-
transferasas implicadas en la biosintesis gradual de azlcares N- y O-unidos. La actividad de estas glicosil-
transferasas varia entre lineas celulares y, por tanto, las glicoproteinas producidas en diferentes lineas celulares
adquieren diferentes glicanos. En vista de los datos mostrados en el presente documento, que demuestran que los
glicanos de PER.C6™-EPO estan fuertemente fucosilados, se analizé la actividad de numerosas fucosiltransferasas
(FUT) implicadas en la sintesis de azucares N-unidos usando métodos conocidos generalmente por los expertos en
la técnica (Van den Nieuwenhof et al. 2000). En este estudio, se estudiaron las actividades de a1,6-FUT, que esta
implicada en la fucosilacion en nucleo de N-glicanos, a1,2-FUT que media la ocupacién de los residuos de galactosa
terminales, dando lugar a los denominados epitopos de Lewis y, y a1,3-FUT, que genera estructuras de Lewis x.
Para comparacion, también se analizaron las correspondientes actividades FUT presentes en células CHO.

Se midieron las actividades de las FUT indicadas en extractos celulares de PER.C6™ y CHO usando un ensayo de
actividad glicosiltransferasa. Este ensayo mide la reaccion catalizada por glicosiliransferasa entre un sacarido (en
este caso fucosa) y un sustrato de azlcar. También se midié la actividad GAIT como control interno. Los valores
representan los valores medios de dos experimentos. Todos los valores, y en particular los de PER.C6™ fueron 2-3
veces inferiores en el segundo experimento. De manera notable, se expresaron las actividades per mg de proteina
(presente en el extracto celular). Debido a que las células PER.C6™ son significativamente mas grandes que las
células CHO, las diferencias entre las actividades FUT y GAIT de células CHO y PER.C6™ pueden ser mayores o
menores de lo que parecen. Los resultados de los ensayos de actividad glicosiltransferasa se muestran en la tabla
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VIl y revelan que PER.C6™ asi como CHO presentan actividad a1,6-FUT significativa, lo que sugiere que ambas
lineas celulares pueden producir cadenas de glicanos fucosilados en nucleo. Sin embargo, la actividad a1,3-FUT
sélo fue significativa en células PER.C6™ mientras que apenas podia detectarse en células CHO. Ninguna de las
dos lineas celulares mostré actividad o1,2-FUT. Conjuntamente, estos datos muestran una diferencia entre el
potencial de glicosilacién de CHO y PER.C6™, y explican por qué PER.C6™-EPO contiene mas fucosas que EPO
producida por CHO (Eprex).

Ejemplo 6. Glicanos con epitopos de Lewis x presentes en PER.C6™-EPO.

Puesto que PER.C6™ posee actividad a1,3-, pero no al,2-fucosiltransferasa, es muy probable que las cadenas de
N-glicanos producidas por PER.C6™ contengan epitopos de Lewis x en lugar de epitopos de Lewis y. Se verificd
esto marcando PER.C6™-EPO con un anticuerpo monoclonal de ratén (IgM humana, anti-Lewis x; Calbiochem) que
reconoce especificamente estructuras de Lewis x, usando inmunotransferencia de tipo Western. Se corrieron en un
gel de SDS-poliacrilamida cantidades iguales de PER.C6™-EPO (derivada del clon P7, indicado en este caso como
P7.100) y Eprex, no tratadas (-) o tratadas con HCI (+), y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa usando
métodos conocidos por los expertos en la técnica. Se usé un anticuerpo monoclonal (IgM anti-ratén, Calbiochem) y
ECL (Amersham Pharmacia Biotech) para detectar el epitopo de Lewis x. Tal como puede observarse en la figura 3,
s6lo pudo marcarse PER.C6™-EPO con el anticuerpo especifico para el epitopo de Lewis x. Se indica la ubicacién
del marcador de peso molecular (52, 35 y 29 kDa). Puesto que el enlace a1,3-fucosa es labil en acido, la sefal se
perdio tras el tratamiento con HCI.

Ejemplo 7. Expresién de estructuras de Lewis x en la superficie celular de células PER.C6™.

Para determinar si se producen generalmente estructuras de Lewis x en células PER.C6™, se marco la superficie de
células CHO y PER.C6™ normales (es decir, que no producen EPO) con anticuerpos especificos para Lewis x
(Calbiochem). Se incubaron las células con los anticuerpos primarios (el Acm frente a Lewis x se us6 a 0,16 pug/ml, y
el Acm frente a sialil-Lewis x se us6 a 5 pug/ml). Se us6 anti-lgM conjugado con FITC como anticuerpo secundario.
Las células marcadas se analizaron mediante FACS. La linea discontinua representa la sefal de las células
incubadas con el anticuerpo secundario s6lo (control negativo). Los resultados mostrados en la figura 4 revelaron
que las células PER.C6™ estaban fuertemente marcadas con los anticuerpos en contraposicion a las células CHO
que no pueden producir estas estructuras. De manera notable, se observé repetidamente que las células PER.C6™
mostraban un patréon heterogéneo de tincion con anticuerpos frente a Lewis x. EI marcaje con un anticuerpo
especifico para estructuras de sialil-Lewis x (Calbiochem) dio una sefial positiva moderada sélo cuando se usé una
concentracién muy alta del anticuerpo.

Ejemplo 8. Inhibicién de apoptosis mediante PERC6™-EPQ (de tipo cerebral) in vitro, en células NT2 y células hNT
cultivadas en condiciones hipdxicas.

Se comparan EPO de tipo sérico y EPO (de tipo cerebral) producida por PER.C6™ en su actividad in vitro para
proteger a células neuronales corticales de rata, raton y ser humano de la muerte celular en condiciones hipdxicas y
con privacion de glucosa. Para esto, se prepararon cultivos de células neuronales a partir de embriones de rata tal
como describieron otros autores (Koretz et al. 1994; Nagayama et al. 1999; White et al. 1996). Para evaluar los
efectos de EPO de tipo sérico y EPO de tipo cerebral producida por PER.C6™, se mantuvieron las células en
camaras incubadoras modulares en una incubadora con camisa de agua durante hasta 48 h a 37°C, en medio libre
de suero con glucosa 30 mM y 95% de aire humidificado/5% de CO. (normoxia) o en medio libre de suero sin
glucosa y 95% de N2 humidificado/5% de CO: (hipoxia y privacion de glucosa), en ausencia o presencia de Eprex
30 pM o EPO de tipo cerebral producida por PER.C6™ purificada 30 pM. Se exponen los cultivos celulares a hipoxia
y privacion de glucosa durante menos de 24 h y después de eso se devuelven a las condiciones normoéxicas durante
el resto de las 24 h. Se analiza la citotoxicidad mediante la fluorescencia de azul de Alamar, que natifica la viabilidad
celular como una funcion de la actividad metabdlica.

En otro método, se exponen los cultivos de células neuronales durante 24 h a L-glutamato 1 mM o acido a-amino-3-
hidroxi-5-metilisoxazol-4-propionico (AMPA) en condiciones normoxicas, en ausencia o presencia de diversas
concentraciones de Eprex o EPO producida por PER.C6™ purificada. Se analiza la citotoxicidad mediante la
fluorescencia de azul de Alamar, que notifica la viabilidad celular como una funcién de la actividad metabdlica. Se
espera que la viabilidad de las células tratadas con PER.C6™-EPO sea similar a la viabilidad de las células tratadas
con Eprex.

Ejemplo 9. Actividad de PERC6™-EPQ (de tipo cerebral) en la estimulacién de la eritropoyesis en ratas en
comparacioén con EPO de tipo sérico.

Puede monitorizarse el potencial de EPO humana recombinante para estimular la produccién de glébulos rojos en
un modelo de roedor que han descrito Barbone et al. (1994). Segun este modelo, se usa el aumento en los
recuentos de reticulocitos como medida de la actividad biolégica de la preparacion de EPO humana recombinante.
Los reticulocitos son los precursores de los glébulos rojos y su produccion, en respuesta a EPO, puede usarse como
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medida del potencial de EPO en la estimulacion de la produccion de gldbulos rojos. Un aumento en la produccion de
glébulos rojos, a su vez, conduce a un valor de hematocrito superior.

Se compararon las actividades de PER.C6™-EPQO y Eprex en seis grupos de tres ratas Wag/Rij. Se inyectaron por
via intravenosa diversas dosis de PER.C6™-EPO (P7-EPO), Eprex y tamp6n diluyente como control negativo en la
vena peneana en el dia 0, 1 y 2. Se administr6 PER.C6™-EPO a una dosis de 5, 25 6 125 UE (unidades Elisa) tal
como se determina mediante el kit de Elisa R&D especifico para EPO disponible comercialmente, mientras que se
administré Eprex a una dosis de 1 6 5 UE. Se diluyeron todas las preparaciones de EPO hasta la concentracion
apropiada en PBS/Tween 80 al 0,05% en un volumen total de 500 pl. En el dia 3, se extrajeron 250 pul de sangre con
EDTA mediante puncién en la lengua. En el mismo dia, se determin6 el porcentaje de reticulocitos en la poblacion
total de glébulos rojos.

Tal como se muestra en la figura 6 (las barras indican el porcentaje de reticulocitos presentes en la poblacion total
de glébulos rojos), la administracion diaria de 1 UE de Eprex a las ratas, durante un periodo total de tres dias,
provoco un aumento significativo en los recuentos de reticulocitos en el cuarto dia en comparacién con los recuentos
de reticulocitos en ratas que recibieron sélo tampén diluyente. Los recuentos de reticulocito se elevaron incluso mas
aumentando la dosis de Eprex cinco veces. Los recuentos de reticulocitos aumentaron claramente menos usando
cantidades equivalentes de PER.C6™-EPQ. Se observ6 un aumento similar en los recuentos de reticulocitos cuando
se us6 1 UE de Eprex y 25 UE de PER.C6™-EPO, lo que indica que PER.C6™-EPO es al menos 25 veces menos
activa en la estimulacion de la produccion de glébulos rojos que Eprex. La diferencia entre el potencial de Eprex y
PER.C6™-EPO en la estimulacién de la produccién de glébulos rojos fue incluso mas pronunciada a una dosis
superior (es decir, 5 UE de Eprex y 125 UE de PER.C6™-EPO).

Ejemplo 10. Efecto de PER.C6™-EPQ sobre la isqguemia cerebral tras hemorragia subaracnoidea experimental.

Para demostrar que PER.C6™-EPQO es mas eficaz en la proteccion neuronal durante la isquemia cerebral que EPO
de tipo sérico, se comparan los efectos de la administracion sistémica de EPO de tipo sérico y EPO de tipo cerebral
producida por PER.C6™ en un modelo de conejo de isquemia cerebral aguda inducida por hemorragia
subaracnoidea. Por tanto, se estudian 32 animales que se dividen en 4 grupos (n=8).

Grupo 1, hemorragia subaracnoidea;

Grupo 2, hemorragia subaracnoidea mas placebo;

Grupo 3, hemorragia subaracnoidea mas EPO de tipo sérico recombinante humana; y
Grupo 4, hemorragia subaracnoidea mas EPO producida por PER.C6™ recombinante.

La hemorragia subaracnoidea experimental se produce mediante una inyeccion percutanea de sangre autéloga en la
cisterna magna tras anestesiar al animal. Tras la inyeccién, se colocan los conejos en decubito prono durante 15
min. para permitir la formaciéon de coagulos sanguineos ventrales. Se inyecta a los animales de los grupos 2, 3y 4
tampon diluyente, Eprex y EPO de tipo cerebral producida por PER.C6™ purificada, respectivamente, a los 5 min.
tras la induccion de hemorragia subaracnoidea, y se continda a las 8, 16 y 24 h después de eso. Todas las
inyecciones se administran por via intraperitoneal. El tamp6n diluyente consiste en albdmina sérica (2,5 mg/ml),
cloruro de sodio (5,84 mg/ml), acido citrico anhidro (0,057 mg/ml, H>0O). Se sacrifican los animales a las 24 h tras la
hemorragia subaracnoidea, y se extraen sus cerebros. Después de eso se realiza la seccion coronal de los cerebros
a 10-25 um en un microtomo de congelacioén, comenzando en el bregma y continuando posteriormente para incluir el
cerebelo (Ireland y MaclLeod 1993). Para visualizar y evaluar el nimero de neuronas con dafio inducido por
isquemia, se tifien los cortes con hematoxilina y eosina. Se determina el nimero de perfiles neuronales eosinofilicos
que contienen nlcleos picnoticos, por campo microscopico de gran aumento (100x) en cinco cortes seleccionados
aleatoriamente de la corteza lateral obtenidos a varios niveles coronales posteriores al bregma. Se espera que los
animales tratados con PER.C6™-EPQO tengan un numero inferior de neuronas danadas que los animales que no se
tratan o que se tratan con un placebo.

Ejemplo 11. Expresion del receptor de eritropoyetina en cardiomiocitos neonatales de rata tras
hipoxia/reoxigenacién.

Se preparan cultivos primarios de cardiomiocitos neonatales de rata a partir de los ventriculos de ratas Sprague-
Dawley de 1 dia de edad, tal como se ha descrito previamente (Simpson y Savion 1982). Se cred hipoxia incubando
los cardiomiocitos en una camara de Plexiglas estanca al aire con < 1% de O2 y 5% de CO2/95% de Nz a 37°C
durante 2 h usando un sistema Gas Pak Plus (BBL). Sustituyendo el medio saturado por 95% de aire y 5% de COx,
se expusieron las células a una atmdésfera normotoxica (reoxigenacion).

Se lavaron dos veces los cardiomiocitos con PBS helado y se aisl6 el ARN total usando Trizol (GIBCO), se extrajo

mediante cloroformo y se precipité mediante alcohol isopropilico. Para el analisis de tipo Northern, se separan 15 ug
de ARN total en un gel de agarosa — MOPS/formaldehido al 1,5%, se transfieren a nitrocelulosa y se hibridan con
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una sonda marcada con *P para el receptor de EPO (fragmento de ADNc de + 400 pb). La hibridacién tiene lugar
durante la noche a 65°C en tampodn fosfato, pH 7,2 y va seguida por 2 lavados en 2xSSC a temperatura ambiente, 2
lavados en 0,2xSSC/SDS al 0,1% a 65°C y 2 lavados en 2xSSC a temperatura ambiente. Se visualizan las sefales
de hibridaciéon exponiendo la membrana a una pelicula de rayos X (Kodak). Se corrigen los niveles de expresion
para los niveles de ARNm de GAPDH.

Ejemplo 12. Efecto de PER.C6™-EPQO de tipo cerebral y EPO de tipo sérico (Eprex) sobre la apoptosis en
cardiomiocitos neonatales de rata, cultivados en condiciones hipdxicas.

Se preparan cultivos primarios de cardiomiocitos neonatales de rata a partir de los ventriculos de ratas Sprague-
Dawley de 1 dia de edad, tal como se ha descrito previamente (Simpson y Savion 1982). Se crea hipoxia incubando
los cardiomiocitos en una camara de Plexiglas estanca al aire con < 1% de O2 y 5% de CO2/95% de Nz a 37°C
durante 2 h usando un sistema Gas Pak Plus (BBL). Sustituyendo el medio saturado por 95% de aire y 5% de COx,
se exponen las células a una atmésfera normotdxica (reoxigenacion). El experimento se divide en 4 grupos:

A) cardiomiocitos cultivados en condiciones norméxicas (95% de aire/5% de COy);

B) cardiomiocitos cultivados en condiciones de hipoxia/reoxigenacién en presencia de EPO producida por PER.C6™
purificada 30 pM;

C) cardiomiocitos cultivados en condiciones de hipoxia/reoxigenacién en presencia de Eprex purificada 30 pM; y
D) cardiomiocitos cultivados en condiciones de hipoxia/reoxigenacion en ausencia de EPO.

Todos los experimentos se realizan por friplicado. Se cuantifica la apoptosis mediante analisis morfolégico,
desarrollo escalonado del ADN y mediante marcaje de extremos con mellas por dUTP mediado por
desoxirribonucleoétido transferasa terminal (TUNEL). Para el analisis morfoldgico se fijan monocapas de miocitos y se
tifien con Hoechst 33324. Se monitorizan las caracteristicas morfolégicas de la apoptosis (encogimiento celular,
condensacion de cromatina y fragmentacion) mediante microscopia de fluorescencia. Se cuentan al menos 400
células de 12 campos seleccionados aleatoriamente por placa.

Para determinar el desarrollo escalonado del DNA (caracteristico para la apoptosis), se lisan cardiomiocitos en
tampon de lisis y se someten a electroforesis en gel de agarosa al 2%. El gel se tifie con bromuro de etidio y se
visualizan los fragmentos de DNA con luz ultravioleta. Se realiza la deteccion in situ de cardiomiocitos apoptéticos
usando TUNEL con un kit de deteccién de muerte celular in situ (Boehringer Mannheim).

Ejemplo 13. Efecto de PER.C6™-EPO y EPO sérica sobre el tamafno del infarto en un modelo de rata de
isquemia/reperfusién miocardica.

Se anestesian ratas Sprague-Dawley macho adultas (de 300 a 400 g) con pentobarbital sédico (20 mg/kg i.p.) y
ketamina HCI (60 mg/kg i.p.). Se canulan la venal yugular y la traquea, y se mantiene ventilaciéon con oxigeno al
100% mediante un respirador para roedores ajustado para mantener el CO; exhalado entre el 3,5% y el 5%. Se
realiza una toracotomia izquierda y se coloca una sutura a de 3 a 4 mm del origen de la arteria coronaria izquierda.
Cinco minutos antes de la isquemia, se administran aleatoriamente a los animales diversas concentraciones de
PER.C6™-EPO, EPO de tipo sérico o solucién salina (n=6 por cada grupo). Se inicia la isquemia (30 min.) tensando
la sutura alrededor de la arteria coronaria y le siguen 4 h de reperfusién. Se preparan ratas operadas de manera
simulada idénticamente, excepto porque la sutura no se tensa (n=6).

Tras la repercusion, se determina el tamafo del infarto mediante tincion diferencial con azul violeta permeable (5%)
y cloruro de trifenil-tetrazolio (TTC). Se vuelve a tensar la ligadura coronaria y se administra una inyeccion
intravenosa de azul violeta permeable para tefir las regiones prefundidas normalmente del corazén. Entonces se
extrae el corazén y se sumerge en un bafio de solucién salina helada antes de extraer las auriculas, los grandes
vasos y el ventriculo derecho. Se corta el ventriculo izquierdo en secciones finas y se separa el area no tenida en
riesgo (AAR) de las secciones azules prefundidas normalmente, se corta en fragmentos de 1-2 mm® y se incuban
con TTC. Con un microscopio de diseccién, se separan las areas necréticas (AN, palidas) de las zonas positivas
para TTC (tincion de color rojo ladrillo). Entonces se pesan individualmente todas las areas del miocardio y se
calcula el tamafio del infarto.

Ejemplo 14. Aislamiento y fraccionamiento de glicoformas de PER.C6™-EPQO que contienen un alto contenido en
fucosa unida en a1,3.

Se usé lectina de Aleuria aurantia (AAL) especifica de fucosa para purificar preferentemente glicoformas de
PER.C6™-EPO con un alto contenido en Lewis x y/o sialil-Lewis x. En primer lugar se eliminaron de EPO que se
secret6 en el medio de cultivo por células PER.C6™ que producen EPO desechos celulares y otros contaminantes
mediante cromatografia en columna de afinidad usando anticuerpos monoclonales especificos para EPO humana
(véase el ejemplo 2). Después de eso, se sometieron aproximadamente 270 pg (o 27.000 UE) de la EPO purificada
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a un segundo procedimiento de cromatografia en el que las moléculas de EPO se unian a una columna que
contenia la AAL inmovilizada a 0,1 ml/min. (columna Hitrap de ALL, 1 ml, Bio Med Labs). Se eluyeron de la columna
las glicoformas de EPO que portaban fucosa usando L-fucosa (Sigma) como competidor para la unién a AAL. Se
obtuvieron cuatro subfracciones de EPO aplicando un gradiente escalonado en PBS (Gibco, que contenia NaCl
154 mM, KH2PO4 1,05 mM y NaxHPO4 3,0 mM, pH = 7,4), comenzando con fucosa 60 uM (fraccién 1), seguido por
fucosa 200 uM (fraccién 2), seguido por fucosa 400 uM (fraccion 3) y finalizando con fucosa 1000 uM (fraccién 4). La
primera etapa del gradiente dur6 10 min. y las otras etapas duraron 5 min. con una velocidad de flujo de 0,5 ml/min.
La sefial UV a 214 nm del cromatograma mostré que el material se eluia de la columna en cada fraccién (véase la
figura 9). Se recogieron porciones de 0,5 ml y se reunieron dos o tres fracciones pico (véase la figura 9).

Se cambié el tampodn de las fracciones usando un dispositivo Microcon de 10 kDa (Millipore) a fosfato 20 mM y se
concentraron las fracciones en el mismo dispositivo Microcon hasta 20 — 30 pl. Se liberaron los glicanos N-unidos de
los conjuntos de EPO mediante tratamiento con N-glicanasa F y se desialilaron mediante tratamiento con
neuraminidasa. En la figura 10A se muestran espectros de EM MALDI-TOF representativos de las diversas muestras
de EPO. También se presentd la abundancia relativa de los diferentes oligosacéaridos en cada conjunto (véase la
tabla IX). Los datos demuestran que las fracciones que eluyen mas tarde de la columna de AAL contienen
relativamente mas residuos de fucosa. Por ejemplo, las fracciones que eluyen mas tarde de la columna estan
enriquecidas en glicanos dando lugar a picos a 2507,9 y 2978,1 Dalton, que contienen 3 6 4 residuos de fucosa,
mientras que los glicanos con una masa de 1891,7 y 2215,8, que sélo contienen 1 residuo de fucosa, estéan
representados de manera relativamente insuficiente en estas fracciones. Por tanto, estas fracciones estan
enriquecidas con N-glicanos que tienen las denominadas estructuras de Lewis X. El nimero promedio por molécula
de EPO de estructuras de Lewis X en glicanos N-unidos que se liberan usando PNGasa F y se detectan con EM
MALDI-TOF fue, para este experimento: 2,2 para la fraccion 1, 2,7 para la fraccion 2, 3,6 para la fraccion 3, 4,1 para
la fraccion 4. El material de partida contenia 2,6 estructuras de Lewis X por molécula de EPO. En un experimento
independiente con el clon C25, se obtuvo una fraccion 4 (espectro en la figura 10B) que estaba incluso mas
enriquecida para estructuras de Lewis X, que tenia 5,7 estructuras X de Lewis en glicanos N-unidos por molécula de
EPO. Este método permite purificar la eritropoyetina del medio de cultivo empleando la caracteristicas especificas de
las modificaciones postraducionales, tales como estructuras de Lewis x ocasionadas por las células en las que se
produce la proteina. Esto no implica, sin embargo, que no puedan emplearse otros métodos para la purificacion
apropiada de la proteina con las modificaciones postraducionales (predeterminadas).

El material eluido en la fraccion 4 representa una forma novedosa de EPO; contiene predominantemente glicanos N-
unidos con una masa de ~2185 kDa, que a su vez corresponde a un complejo biantenario de azdcar N-unido con
estructuras de GalNAc-Lewis x en ambas antenas. La fraccion 4 contenia aproximadamente un 8% de la EPO total
que se habia eluido en las fracciones 1-4. Esto indica que la forma novedosa de EPO con estructuras de GalNAc-
Lewis x predominantemente biantenarias representa una forma poco abundante de EPO, que puede enriquecerse
usando el método descrito anteriormente.

Ejemplo 15. Aislamiento y fraccionamiento de glicoformas de PERC6™-EPO con un alto contenido en LacdiNAc.

Se aislan especificamente glicoformas de PER.C6™-EPO que portan las denominadas estructuras de oligosacarido
lacdiNAc mediante el uso de anticuerpos monoclonales contra estas estructuras de lacdiNAc. Anticuerpos
monoclonales de ratén tales como 99-2A5-B, 100-2H5-A, 114-2H12-C, 259-2A 1 y 273-3F2 (Van Remoortere et al.
2000) reconocen especificamente las estructuras de lacdiNAc y se purifican y acoplan a perlas de Sepharose 4B
activadas por CNBr segun procedimientos conocidos cominmente por un experto en la técnica. En primer lugar, se
separa de manera aproximada PER.C6™-EPO que se secreta en el medio de cultivo por células PER.C6™ que
producen EPO humana de desechos celulares y otros contaminantes mediante cromatografia en columna de
afinidad usando anticuerpos monoclonales especificos para EPO humana. Después de eso, se somete la EPO
purificada a un segundo procedimiento de cromatografia en el que las moléculas de EPO que portan estructuras de
lacdiNAc se unen a una columna que contiene los anticuerpos monoclonales especificos de lacdiNAc inmovilizados.
Las glicoformas de EPO que carecen de las estructuras de lacdiNAc no se unen a la columna y se recogen en la
fraccion no retenida. Las glicoformas de EPO que portan las estructuras de lacdiNAc se eluyen de la columna a un
pH bajo o usando oligosacaridos de lacdiNAc sintéticos o0 GaINAc como competidor para la unién a los anticuerpos
especificos de lacdiNAc. Las glicoformas de EPO que portan un porcentaje relativamente alto de estructuras de
lacdiNAc se eluyen por separado de la columna aumentando la concentracién de GalNAc o lacdiNAc progresiva o
gradualmente durante la elucion. Las glicoformas de EPO con un porcentaje relativamente alto de estructuras de
lacdiNAc se eluyen a una concentracion superior de GalNAc o lacdiNAc que las glicoformas de EPO que poseen un
porcentaje relativamente bajo de estructuras de lacdiNAc. Segun el método descrito anteriormente, este método
también permite purificar la eritropoyetina del medio de cultivo empleando las caracteristicas especificas de las
modificaciones postraducionales, tales como estructuras de Lewis x y lacdiNAc ocasionadas por las células en las
que se produce la proteina.

Ejemplo 16. Aislamiento y fraccionamiento de glicoformas de PER.C6™-EPO con un alto contenido en GalNAc-
Lewis x.

Se aislan especificamente glicoformas de PER.C6™-EPO que portan las denominadas estructuras de
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oligosacéaridos de GalNAc-Lewis x mediante el uso de anticuerpos monoclonales contra estas estructuras de
GalNAc-Lewis x. Anticuerpos monoclonales de ratén tales como 114-5B1-A, 176-3A7, 290-2D9-A y 290-4A8 (Van
Remoortere et al. 2000) reconocen especificamente las estructuras de GalNAc-Lewis x y se purifican y acoplan a
perlas de Sepharose 4B activadas por CNBr segun procedimientos conocidos cominmente por un experto en la
técnica. En primer lugar, se separa de manera aproximada PER.C6™-EPO que se secreta en el medio de cultivo por
células PER.C6™ que producen EPO humana de desechos celulares y otros contaminantes mediante cromatografia
en columna de afinidad usando anticuerpos monoclonales especificos para EPO humana. Después de eso, se
somete la EPO purificada a un segundo procedimiento de cromatografia en el que las moléculas de EPO que portan
estructuras de GalNAc-Lewis x se unen a una columna que contiene los anticuerpos monoclonales especificos de
GalNAc-Lewis x inmovilizados. Las glicoformas de EPO que carecen de las estructuras de GalNAc-Lewis x no se
unen a los anticuerpos unidos a la columna y se recogen en la fraccion no retenida. Las glicoformas de EPO que
portan las estructuras de GalNAc-Lewis x se eluyen de la columna a un pH bajo o usando oligosacaridos de GalNAc-
Lewis x sintéticos como competidor para la unién a los anticuerpos especificos de GalNAc-Lewis x. Las glicoformas
de EPO que portan un alto contenido en GalNAc-Lewis x pueden eluirse separadamente de la columna aumentando
la concentracion del competidor de GalNAc-Lewis x progresiva o gradualmente durante la elucién. Las glicoformas
de EPO con un alto contenido en GalNAc-Lewis x se eluyen a una concentracion superior de GalNAc-Lewis x que
las glicoformas de EPO que poseen un bajo contenido en GalNAc-Lewis x. De nuevo, segun los métodos descritos
anteriormente, este método también permite purificar EPO del medio de cultivo empleando las caracteristicas
especificas de las modificaciones postraducionales, tales como estructuras de Lewis x, lacdiNac o GalNac-Lewis x
ocasionadas por las células en las que se produce la proteina. Esto no implica, sin embargo, que no puedan
emplearse otras modificaciones con las modificaciones postraducionales (predeterminadas) para la purificacion
apropiada de la proteina.

Los expertos en la técnica entenderan que, aunque la invencion se ha ilustrado con ejemplos detallados acerca de
EPO, la presente invencién no se limita a la produccién y/o purificacion de EPO con caracteristicas de tipo cerebral.
Pueden producirse otros diversos péptidos y proteinas (humanos) terapéuticos y/o de diagnéstico diversos, que
pueden encontrar uso en el tratamiento de trastornos del cerebro y otras partes del sistema nervioso central y
periférico y/u otros tejidos isquémicos/dafiados por reperfusion, mediante los medios y métodos de la presente
invencion.

Ejemplo 17. EPO con un bajo contenido en &cido sidlico tiene una potencia similar a EPO con un alto contenido en
acido sialico en la reduccién del tamano del infarto tras la oclusion de la arteria cerebral media en ratas.

Se estudido el efecto de PER.C6™-EPO y Eprex en el tamafio de un infarto cerebral, que se indujo
experimentalmente mediante la oclusidn de la arteria cerebral media (MCA), en ratas macho F344/Ico que pesaban
200-250 g, usando un método similar al método publicado por Sirén et al., 2001. Se ocluyé permanentemente la
arteria caroétida derecha de los animales mientras que se ocluia de manera reversible la MCA durante 60 min.
usando una pinza de metal. Se aplic6 PER.C6™-EPOQO purificada con un contenido promedio en acido sidlico < 6
acidos sialicos por molécula o Eprex (Jansen-Cilag; EPO disponible comercialmente) con un contenido promedio en
acido sialico > 9 acidos sialicos por molécula) por via intravenosa a los 5 min. antes del comienzo de la oclusion de
la MCA a una dosis de 5000 UE (unidades ELISA) por kg de peso corporal. De manera notable, el contenido en
acido sidlico de la preparacion de PER.C6™-EPO oscilaba desde 0-9 acidos sialicos por molécula mientras que
Eprex contenia mas de 8 acidos sidlicos por molécula. Tras un periodo de 60 min., se terminé la oclusién mediante
la retirada de la pinza de metal que rodeaba la MCA. Se observoé la repercusién microscépicamente tras la retirada
de la pinza. Veinticuatro h después se examinaron los cerebros de las ratas vivas usando MRI para revelar el
coeficiente de difusién aparte (ADC) y mapas de T2. Estos mapas se usaron para cuantificar los volimenes de
infarto (figuras 7A'y 7B).

Los resultados en las figuras 7A y 7B muestran que las ratas tratadas con las preparaciones de PER.C6™-EPO y
Eprex presentaban una reduccién similar en el tamano del infarto en comparacion con los animales no tratados.
Puesto que la preparacion de PER.C6™-EPO tiene un contenido en &cido sialico mucho menor que la preparacion
de Eprex, este resultado demuestra que un alto contenido en acido sidlico no es esencial para la actividad
neuroprotectora de EPO in vivo.

Ejemplo 18. Determinacién de la semivida de EPO en ratas.

Para determinar la semivida de Eprex in vivo, se ha inyectado por via intravenosa a ratas Wag/Rij macho 150 UE de
Eprex diluida en PBS/Tween-80 al 0,05% hasta un volumen final de 500 pl. Justo antes de la administracion del
sustrato, se extrajeron 200 pl de sangre con EDTA como control negativo usando la técnica descrita en Lab. Animals
34, 372. A t=5, 15, 30, 60, 120, 180, 240, 300, 360, 420, 480 y 540 min. tras la inyeccion, se extrajeron 200 pul de
sangre con EDTA de los animales usando la misma técnica. Tras la Ultima extraccion de sangre, se sacrificaron los
animales. La muestra se centrifugé a 760 x g durante 15 min. a TA en el plazo de 30 min. de la recogida. Se
sometieron a prueba las muestras de plasma en un ELISA (R&D) especifico de EPO para determinar la
concentracion de EPO en cada muestra.

Tal como se muestra en la figura 8, la disminucion en la concentracién de Eprex en el plasma muestra una curva
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bifasica que representa una fase de distribucién y una fase de aclaramiento. Basandose en estos resultados, puede
estimarse que Eprex tenia una semivida de aproximadamente 180 min. durante la fase de aclaramiento. La semivida
de PER.C6™-EPO se mide usando el mismo protocolo.

Ejemplo 19. Efecto de la expresién de E1A sobre la glicosilacién de EPO en células HT1080.

Se transfectaron de manera estable células HT1080 con vectores de expresion que codificaban para los genes E1A
(plg.E1A.neo) o E1A + E1B (plg.E1A.E1B; ambos plasmidos se describen en la patente estadounidense 5.994.128)
de adenovirus de tipo 5 para determinar el efecto de la expresién de los genes E1A y/o E1A + E1B de adenovirus de
tipo 5 en la glicosilacién. Para realizar un seguimiento de la glicosilacion de una proteina marcadora, se
cotransfectaron las células con un vector de expresion que codifica para EPO (pEP02001/neo). Se transfectaron
células HT1080 control con el vector de expresién de EPO sélo.

La transfeccion se realizé con Lipofectamine (Gibco) cuando las células alcanzaron una confluencia del 70-90%
usando 1,0 ug de pE1A.neo 0 pE1A.E1B y 1,0 pg de pEP02001.neo por placa de 7,85 cm®. Se sustituyd el medio en
los dias 2, 3, 7, 10 y 13 por medio de seleccién que contenia DMEM, NEAA al 1% (aminoacidos no esenciales,
Invitrogen), Geneticin 250 ug/ml (Gibco) y FBS al 10%. Experimentos preliminares con células HT1080 transfectadas
de manera estable con E1A revelaron que la expresion de E1A produce una morfologia alterada de las células. En
linea con observaciones descritas por Frisch et al. (1991), se observé que una expresion estable del gen E1A induce
una morfologia plana. Sabiendo esto, se realizé una seleccion aproximada de clones que expresan E1A recogiendo
clones planos. Los clones se recogieron en el dia 14 y se cultivaron en placas de 24 pocillos con medio de seleccién
a 37°C/10% de COs.

Se seleccionaron células productoras de EPO basandose en la presencia de EPO en el medio cuando las células
habian alcanzado la subconfluencia. Se midi6 EPO usando un ELISA especifico de EPO (Quantikine® VD human
EPO-ELISA, R&D systems). Se ampliaron a escala los cultivos que producian EPO y se analizaron para determinar
la expresion de E1A. Por tanto, se lisaron las células en tampdn de lisis (NP40 al 1%, acido desoxicélico al 5%, SDS
al 0,5%, NaCl 150 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 7,5) complementado con 1 comprimido de inhibidores de proteinasa
Complete Mini (Roche Diagnostics) por 10 ml. Se separaron los lisados mediante centrifugacién durante 10 min. a
14.000g. Se sometieron a electroforesis cantidades iguales (basadas en el contenido en proteinas) de los lisados
celulares separados en condiciones reductoras a través de un gel de BrisTris al 10% (NuPAGE, Invitrogen).
Después de eso se transfirieron las proteinas a una membrana de PDVF (P-Immobilon) usando el sistema Trans-
Blot de NuPAGE (Invitrogen). Se bloguearon las transferencias durante 1 h o durante la noche a TA con Protifar al
5% (Nutricia) en TBST, seguido por una incubacion con IgG2 monoclonal de ratén anti-E1A humana (clon M73,
Santa Cruz), diluida 1:400 en Protifar al 5%/TBST, durante 1 h a TA o durante la noche a 4°C. Se lavaron las
transferencias con TBST y se incubaron con un anticuerpo de cabra anti-lgG de ratén conjugado con peroxidasa
(Biorad), diluido 1:1000 en Protifar al 5%/TBST, durante 45 min. a TA. Tras el lavado con TBST, se tifieron las
transferencias usando el sistema ECL plus (Amersham Pharmacia Biotech). El 55% de los clones de E1A positivos
para EPO y el 68% de los clones de E1A.E1B positivos para EPO revel6 una clara expresion de E1A (tabla X). Los
clones HT1080/E1A-EPO y HT1080/E1A.E1B-EPO que expresaban E1A a un alto nivel mostraban una morfologia
plana (por ejemplo, figura 11).

Se produjo EPO por los clones HT 1080/EPO, HT1080/E1A-EPO y HT1080/E1A.E1B-EPO para el andlisis de
glicanos. Por tanto, se sembraron el clon de HT1080/E1A.EPO 008, el clon de HT1080/E1A.E1B.EPO 072 y el clon
de HT1080/EPO 033 (tabla X) en matraces de 175 cm® con un nimero de pases (np) de 7. Tras 24 h, cuando las
células alcanzaron una confluencia del 60-80%, se sustituyé el medio de seleccion por medio de produccion (DMEM,
NEAA al 1%). Se recogi6 este medio tras 3 dias y se lisaron las células con tampdn de lisis. Se purificé EPO del
medio segun el ejemplo 2.

Los glicanos N-unidos de las diversas preparaciones de EPO se liberaron mediante tratamiento con N-glicanasa F y
posteriormente se analizaron mediante cromatografia de intercambio aniénico de alta resolucién con deteccién
amperométrica pulsada (HPAEC-PAD; Dionex). En este sistema de cromatografia particular, se separan las cadenas
de glicanos derivados de EPO en condiciones alcalinas basandose en su carga. Tal como se demuestra en la figura
12, los glicanos de EPO producida por las células HT1080/E1AEPO estan menos cargados que los de EPO
producida por las células HT1080/EPO control, lo que indica que la EPO producida por estas ultimas células esta
sialilada mas ampliamente que la EPO producida por las células que expresan E1A. Se obtuvo informacion mas
detallada sobre la estructura de los N-glicanos mediante el analisis de EM MALDI de las cadenas de azlcar de las
preparaciones de EPO. Se liberaron los glicanos N-unidos de las preparaciones de EPO mediante tratamiento con
N-glicanasa F y se desialilaron mediante tratamiento con neuraminidasa. En la figura 13 se muestran los espectros
de masas de diversas preparaciones de EPO representativas. Se wusé el software GlycoMod
(www.expasy.ch/tools/glycomod) para predecir la composicion de azlicares baséandose en la masa observada (tabla
Xl). Los datos muestran que el espectro de masas de los glicanos de EPO producida por las células HT1080/EPO
control difiere de los de EPO producida por las células HT1080/E1A-EPO y HT1080/E1A.E1B-EPO. Los espectros
de masas revelaron que la EPO producida por estas ultimas células posee relativamente menos hexosas y
relativamente mas desoxihexosas en comparacion con la EPO producida por las células control. Ademas, se
encontraron estructuras de glicanos con una masa relativamente baja que contienen una cantidad relativamente alta
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de hexosaminas y desoxihexosas en la EPO producida por las células HT 1080/E 1A-EPO y HT 1080/E 1 A.E 1 B-
EPO. Algunos de éstos estaban ausentes en la EPO producida por las células control. Los perfiles de masas de los
glicanos de EPO producida por las células HT1080 que expresan E1A y E1A + E1B son similares a los de los
glicanos de EPO producida en células PER.C6™ (véase el ejemplo 3) lo que sugiere que los glicanos de EPO
producido por las primeras células contienen estructuras de Lewis x y lacdiNAc, y estructuras que carecen de
galactosas terminales.

Para confirmar que EPO producida por las células HT1080 que expresan E1A'y E1A + E1B contiene mas fucosas y
GalNAc que EPO producida por las células HT1080 control, se realizdé un andlisis de monosacaridos. Por tanto, se
liberaron los glicanos N-unidos de las preparaciones de EPO mediante tratamiento con N-glicanasa F y
neuraminidasa, y después de eso se hidrolizaron y se analizaron mediante HPAEC-PAD. La figura 14 muestra los
perfiles de monosacaridos de los glicanos de EPO, normalizados para la cantidad de manosa. Los datos muestran
que los glicanos N-unidos de EPO producida por las células que expresan E1A y E1A + E1B poseen de hecho
cantidades relativamente altas de fucosa y GalNAc.

Los datos de espectros de masas y monosacaridos sugieren fuertemente que EPO producida por las células que
expresan E1A y E1A + E1B contiene multiples residuos de fucosa. Para apoyar estos datos, se trataron las
preparaciones de EPO con alfa-fucosidasa (harina de almendras) que escinde residuos de fucosa alfa 1-3 y alfa 1-4
terminales. Después de eso, se analizaron las muestras mediante EM MALDI y se compararon los resultados con
los resultados obtenidos a partir de preparaciones de EPO que no se sometieron al tratamiento con alfa-fucosidasa.
La figura 15 muestra que tras el tratamiento con alfa-fucosidasa disminuyeron los picos que representan N-glicanos
con fucosas antenarias y aumentaron los picos que se derivaban de estas estructuras. Por ejemplo, disminuyeron
los picos con valores de m/z de ~ 2038 y ~ 2184, mientras que aumento el pico de - 1892.

Conjuntamente, los datos muestran que la expresion de E1A de adenovirus sola o junto con E1B puede cambiar el
perfil de glicosilacion de las células. La observacion de que la expresion de E1A sola es suficiente para este cambio
indica que E1A es responsable de este cambio. Los cambios en la glicosilacion normalmente incluyen la formacion
de estructuras de Lewis x, LacdiNAc y GalNAc-Lewis x. Se han caracterizado muchas células HT1080 que expresan
E1A y E1A + E1B y la mayoria de estas células producian glicanos que poseen estas estructuras de glicanos
caracteristicas. Sin embargo, variaba la abundancia de estas estructuras, en comparacién con las estructuras de
glicanos que se producen por las células HT1080 originales (datos no mostrados). La abundancia de las estructuras
de glicanos se correlacionaba en buena parte con el nivel de expresion de E1A. Esto indica que el grado en que el
perfil de glicosilacion resulta influido por E1A es en buena parte dependiente del nivel en que se expresa el gen E1A.

Ejemplo 20. Comparacion de la actividad hematopoyética de PERC6™-EPO y CHO-EPO a una dosis alta.

Se determiné la actividad hematopoyética de PER.C6™-EPO en ratas y se compard con la de EPO derivada de
células de ovario de hamster chino (CHO-EPQ). Se eligieron dos preparaciones de CHO-EPO; (1) Eprex (Jansen
Cilag), que es una CHO-EPO recombinante disponible comercialmente con un alto contenido en &cido sialico y (2)
frCHO-EPO, una preparacién de CHO-EPO con un contenido inferior (similar al de PER.C6™-EPQO) en acido sialico
(véase la figura 16), que se obtuvo produciendo EPO mediante células CHO y la posterior purificacion de estas
isoformas escasamente sialiladas mediante métodos cromatograficos tal como se describe en los ejemplos 2y 3 y
en el documento EP 0428267.

Se realiz6 el estudio con cuatro grupos de seis ratas WAG/RIj. Se inyectd por via intravenosa una Unica dosis de
5000 UE (unidades ELISA, tal como se determina mediante el kit de Elisa R&D especifico de EPO disponible
comercialmente) por kg de peso corporal de Eprex, frCHO-EPO, PERC6- EPO o tampén diluyente (como control) en
la vena peneana. Se diluyeron todas las preparaciones de EPO hasta la concentracién apropiada en tampon
diluyente (PBS, Tween-80 al 0,03%, glicina al 0,5%) en un volumen total de 500 pl. Tras cuatro dias, se extrajeron
250 pl de sangre con EDTA mediante puncion en la lengua. En el mismo dia, se analizaron las muestras de sangre
para determinar el hematocrito y el porcentaje de reticulocitos en la poblacion total de glébulos rojos usando un
hematocitémetro automatico.

Se determinaron los niveles de hematocrito y se expresaron como un porcentaje en volumen de glébulos rojos
empaquetados, obtenidos mediante la centrifugacion de la sangre (figura 17). Los resultados demuestran que
PER.C6™-EPQO y frCHO-EPO no indujeron el hematocrito, mientras que Eprex si lo hizo. Tal como se muestra en la
figura 18, la EPO indujo un aumento significativo en los recuentos de reticulocitos en comparaciéon con ratas que
recibieron tampoén diluyente soélo. Eprex y frCHO-EPO mostraron una estimulacién similar; esta estimulacion fue
significativamente superior (p<0,001) que en animales tratados con PERC6-EPO.

La evaluacion del contenido en ARN en los reticulocitos permiti6 demostrar su grado de madurez. En la figura 19 se
muestra la fraccion de reticulocitos inmaduros (IRF). Las ratas tratadas con Eprex revelaron porcentajes
significativamente superiores de reticulocitos inmaduros en comparacién con las ratas control. Esto indica que la
formacion de reticulocitos estimulada por Eprex todavia esta en curso tras cuatro dias de inyeccion. Este efecto es
menos pronunciado o esta ausente en las ratas tratadas con frCHO-EPO y PER.C6™-EPO, respectivamente (figura
19). Conjuntamente, los datos muestran que las tres preparaciones de EPO inducen la formacion de reticulocitos; sin
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embargo, la duracion del efecto fue la méas larga para Eprex y la mas corta para PER.C6™-EPO, mientras que
frCHOEPO mostré un efecto intermedio. Esto sugiere que el efecto hematopoyético bajo de PER.C6™-EPO no sélo
se debe a su bajo contenido en acido sialico, sino que también se debe a otras caracteristicas de los glicanos.

Ejemplo 21. Andlisis detallado de la estructura de los N-glicanos de PER.C6™-EPQO

No siempre pueden asignarse sefiales de masa, obtenidas mediante espectrometria de masas, de manera
inequivoca a una cierta estructura de azudcar, debido al hecho de que pueden existir diversas estructuras isoméricas.
Para obtener informacion adicional sobre la estructura de los glicanos N-unidos de PER.C6™-EPO, se han
empleado tratamientos con endo y exoglicosidasa de PER.C6™-EPOQO.

En primer lugar, se usé endoglicosidasa F2. Esta enzima escinde entre los residuos de GIcNAc del nudcleo de
trimanosilo de los glicanos de N-unidos de tipo complejo biantenarios o con alto contenido en manosa (figura 20). En
contraposicion a PNGasa F, la endoglicosidasa F2 no escinde glicanos tri- o tetraantenarios y por tanto puede
usarse para diferenciar entre estructuras de glicanos bi- y tri-/tetraantenarios. En la figura 21, se presentan los
espectros de MALDI de PER.C6™-EPO tratada o bien con PNGasa F o bien con endoproteinasa F2. Cuando se
comparan estos espectros, debe tenerse en cuenta que los glicanos liberados por la endoglicosidasa F2 son mas
pequerios que los glicanos liberados por la PNGasa F. Esto es por una diferencia de un residuo de GIcNAc y fucosa
(349 Da) y se debe a los diferentes sitios de escisién de las enzimas (véase la figura 20). Todas las estructuras
observadas en un digesto de PNGasa F a m/z>2185 son estructuras tri- o tetraantenarias, puesto que no se observa
ninguno de estos glicanos en el digesto de endoglicosidasa F2. La mayoria de las estructuras a masas inferiores, es
decir, m/z 1485, 1648, 1689, 1835, 1851, 1997, 2038 y 2185 tienen un pico correspondiente en el digesto de
endoglicosidasa F2 y son biantenarias. Es posible que también estén presentes algunas estructuras tri- o
tetraantenarias isoméricas, pero esto no supone mucho, puesto que las razones de los picos en ambos espectros en
la figura 21 son en buena parte comparables. El espectro del digesto de endoglicosidasa F2 carece de los picos
correspondientes a m/z 1892 y 2054 en el espectro de PNGasa F. Esto demuestra que estos picos representan
glicanos que no son biantenarios, sino que en cambio son tetraantenarios con o sin un residuo de galactosa,
respectivamente. Estos datos confirman que PER.C6™-EPO contiene glicanos con GIcNAc terminal.

A continuacion, se usaron exoglicosidasas para investigar adicionalmente las estructuras de N-glicanos. Se liberaron
los glicanos de PER.C6™-EPO mediante PNGasa F y se desialilaron usando neuraminidasa. Posteriormente, se
trataron las muestras con diferentes combinaciones de las siguientes exoglicosidasas:

1) B-galactosidasa, que escinde GalB1-4GIcNAc terminal, no reductora (y GaB1-4GalNAc y a razones de enzima
superiores, enlaces Galp1-3).

2) a-fucosidasa de rifién bovino, que escinde fucosa unida en a1-2,3,4 y 6 de N-y O-glicanos. Escinde fucosa unida
en a1-6 en el nucleo de trimanosilo de glicanos N-unidos de manera mas eficaz que otros enlaces de o-fucosa.

3) a-fucosidasa de harina de almendras, que escinde residuos de a1-3 o a1-4 fucosidasa terminales, no reductores.

4) o-N-Acetilglucosaminidasa (GIcNAc-asa), que escinde N-acetilglucosamina unida en B1-2,3,4,6 terminal, no
reductora de hidratos de carbono complejos. No escinde residuos de N-acetilgalactosamina.

En la figura 22 se muestran los tipos de enlace esperados en glicanos de PER.C6™-EPO. Se realizaron las
incubaciones con galactosidasa y fucosidasa simultaneamente, es decir, durante la incubacion con fucosidasa
todavia estaba presente galactosidasa activa. Ademas, se realizaron los tratamientos con GIcNAc-asa cuando la
galactosidasa y la fucosidasa habian perdido su actividad.

En la figura 23, se presentan los resultados para el tratamiento con galactosidasa. En esta figura, se facilitan los
valores de m/z y las intensidades relativas de todos los picos en el espectro, que tienen una intensidad relativa (es
decir, altura del pico dividida entre las alturas resumidas de todos los picos) del 5% o superior. También se indican
las estructuras propuestas de los glicanos. Los picos que se asignaron a estructuras galactosiladas se habian
desplazado tras el tratamiento con galactosidasa, aunque no siempre de manera completa. Se encontré que la
galactosidasa no libera galactosa cuando esta presente una fucosa en el residuo de GIcNAc adyacente. Parecia que
algunos glicanos triantenarios aparecian tras el tratamiento con galactosidasa (m/z 1689). Esto se provoc6 mediante
GIcNAc-asa contaminante, que se demostrd que estaba presente en la preparacion de galactosidasa usando
glicanos patron (datos no mostrados).

Entonces se sometieron los glicanos tratados con galactosidasa a tratamiento con fucosidasa (figuras 24 y 26). En el
caso de la fucosidasa de rifién bovino, esto dio como resultado un desplazamiento de 146 Da de todos los picos en
el espectro. Esto corresponde a la masa de un residuo de fucosa. Puesto que esta fucosidasa escinde
preferiblemente residuos de fucosa unidos en a1-6, y puesto que todos los picos sélo pierden una unidad de 146 Da,
esto indica que todos los glicanos contenian una fucosa en el ndcleo.
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El conjunto de glicanos tratados con galactosidasa que se incubé posteriormente con fucosidasa de harina de
almendras dio un espectro relativamente sencillo (figuras 25 y 26). Se eliminaron todos los residuos de fucosa de las
antenas, dejando sélo glicanos fucosilados de manera individual (ntcleo). También se eliminaron los residuos de
galactosa terminales restantes, puesto que la galactosidasa todavia era activa durante la incubacion con fucosidasa.
Tras el tratamiento con GlcNAc-asa de los glicanos desfucosilados, sélo quedaron cuatro picos. El pico principal se
observo a m/z 1079 y representa el nicleo de trimanosilo fucosilado. Los picos a m/z 1485 y m/z 1891 confirman la
presencia de residuos de GalNAc en la antena, puesto que este residuo no se elimina mediante la GlcNAc-asa. El
pico a m/z 1444 demuestra la presencia de repeticiones de lactosamina: la galactosa debe haberse protegido por
una GIcNAc durante el tratamiento con galactosidasa.
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Tabla I.

Proteina marcadora | Descripcion

Pan-queratina Deteccion de casi todas las citoqueratinas.
Marcadores queratinizados y epidermis de cérnea, epitelios escamosos estratificados de
organos internos, epitelios estratificados, queratinocitos hiperproliferativos y epitelios simples.

EMA Antigeno de membrana epitelial.
Marcadores normales y epitelio neoplasico.

S100 Proteinas de unién a Ca®* de tipo de banda EF.
Expresadas en tejidos neuronales y otros tejidos.

Vimentina Filamentos intermedios citoesqueléticos (= proteina estructural).
Es un marcador general de células que se originan en el mesénquima.
Expresada durante el desarrollo del musculo esquelético.

Desmina Filamentos intermedios citoesqueléticos (= proteina estructural).
Expresada durante el desarrollo del musculo esquelético.
Actina m.l. Actina de células del musculo liso.
Tife células del musculo liso y células mioepiteliales.
Sinaptofisina Reacciona con células neuroendocrinas.
Cromogranina Glicoproteinas acidas que se expresan ampliamente dentro de granulos secretores de tejido

endocrino, neuroendocrino y neuronal.

NSE Enolasa especifica de neuronas.
Células marcadoras de origen neuronal y neuroendocrino

Neurofilamento Reacciona con proteina de neurofilamentos fosforilados y marca proyecciones neuronales y
nervios periféricos asi como células ganglionares simpaticas y médula suprarrenal.
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GFAP (Polycon)

Proteina acida fibrilar glial.

GFAP se encuentra especificamente en astroglia, que es altamente sensible a ataques
neurolégicos. Se encuentra que la astrogliosis es un resultado de traumatismo mecanico,
demencia por SIDA e infeccién por priones y va acompafada por un aumento en la expresion
de GFAP. Marcador inmunohistoquimico para localizar astrocitos benignos y células
neoplasicas de origen glial en el sistema nervioso central.

CD31 Reacciona con PECAM-1.
Presente en plaquetas, monocitos, granulocitos, linfocitos, células endoteliales.
CD34 Reconoce glicoproteinas transmembrana O-glicosiladas. Se expresa en células madre
hematopoyéticas, CE vasculares, fibroblastos embrionarios, algunas células en tejido nervioso
fetal o adulto.
N-CAM Moléculas de adhesion de células neuronales.
N-CAM esta implicada en interacciones célula-célula durante el crecimiento.
Tabla Il.
Proteina marcadora Tejido control
Pan-queratina Carcinoma de colon
EMA Carcinoma de colon
S100 Pancreas
Vimentina Amigdalas
Desmina Colon
Actina m.l. Amigdalas
Sinaptofisina Pancreas
Cromogranina Pancreas
NSE Pancreas
Neurofilamento Colon
GFAP (Polycon) Cerebro
CD31 Colon
CD34 Amigdalas
N-CAM (CD56) Colon
Tabla lll.
Proteina marcadora Proveedor Anticuerpo N.2 de catalogo Dilucion de anticuerpo
Pan-queratina Biogenex IgG1 de raton MUO071-UC 1:200
EMA Dako IgG2a de ratén M0613 1:50
S100 Dako conejo Z0311 1:3000
Vimentina Biogenex IgG1 de raton MU074-UC 1:3200
Desmina Sanbio IgG de ratén MON 3001 1:50
Actina m.l. Biogenex IgG2a de ratén MU128-UC 1:150
Sinaptofisina Dako IgG1 de ratén M0776 1:50
Cromogranina Biogenex IgG1 de raton MU126-UC 1:150
NSE Dako IgG1 de raton M0873 1:250
Neurofilamento Sanbio IgG de ratén MON3004 1:300
GFAP (Polycon) Dako IgG1 de raton MO0761 1:200
CD31 Dako IgG1 de raton M0823 1:60
CD34 Biogenex IgG1 de raton MU236-UC 1:20
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N-CAM (CD56) Neomarcadores IgG1 de raton MS.204.P 1:10
Tabla IV.
Proteina marcadora Puntuacion
Pan-queratina Negativa
EMA Negativa
S100 Negativa
Vimentina Positiva
Desmina Negativa
Actina m.l. Negativa
Sinaptofisina Positiva
Cromogranina Negativa
NSE Negativa
Neurofilamento Positiva
GFAP (Polycon) Positiva
CD31 Negativa
CD34 Negativa
N-CAM (CD56) Positiva
Tabla V.
Condiciones de Razdn molar de monosacaridos neutros normalizados para tres residuos de manosa
clonacion y cultivo Man Fuc GalNAc GIcNAc Gal
P8 - DMEM 3 0,5 (0,9) 0,4 (0,4) 2,2(2,7) 1,7 (1,3)
P8 - JRH 3 1,5 (1,4) 0,7 (0,8) 6,1 (6,4) 3,5 (3,9)
P7 - DMEM 3 1,5 (1,4) 0,4 (0,3) 5,5 (6,1) 2,3 (3,3)
P7 - JRH 3 1,8 (1,7) 0,4 (0,4) 6,1 (6,8) 3,6 (4,2)
C25 - DMEM 3 2,0 1,0 6,0 2,2
Eprex 3 0,7 - 54 41
Tabla VI.
Masa de P7 (m/z) Porcentaje del total Razon de Hex:HexNAc:dHex
Conjunto A Conjunto B Conjunto C
1809,64 2,34 2,99 2,44 5:4:1
1850,67 2,57 5,31 2,49 4:5:1
1891,69 5,06 10,39 1,31 3:6:1
1955,70 - 1,95 2,16 5:4:2
1996,72 6,37 7,96 6,38 9:5:2
2037,75 6,33 5,16 5,39 3:6:2
2053,74 3,70 4,11 1,98 5:5:1
2142,78 2,19 3,68 2,45 4:5:3
2174,77 6,53 3,63 8,04 6:5:1
2183,81 6,69 5,02 7,57 3:6:3
2199,80 3,78 4,65 1,58 4:6:2
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2215,80 4,13 4,95 4,15 5:6:1
2256,82 - 1,30 - 4:7:1
2320,83 2,34 2,04 3,29 6:5:2
2361,86 4,35 3,30 3,23 5:6:2
2377,85 3,77 3,79 2,86 6:6:1
2507,91 1,62 2,32 1,32 5:6:3
2523,91 2,09 2,60 1,61 6:6:2
2539,90 11,89 4,81 19,32 7:6:1
2580,93 3,32 1,53 1,69 6:7:1
2612,94 - - 1,78 6:5:3
2669,97 1,95 2,34 - 6:6:3
2685,96 6,21 3,11 5,81 7:6:2
2726,99 1,62 1,38 1,36 6:7:2
2832,02 3,64 1,55 3,08 7:6:3
2905,04 1,79 - 2,45 8:7:1
2978,08 2,23 1,65 - 7:6:4
Tabla VII.
Masa de P8 (m/z) Porcentaje del total Razén de Hex:NAc:dHex
Conjunto A Conjunto B Conjunto C
1809,64 - 1,03 - 5:4:1
1850,67 3,36 2,05 - 4:5:1
1891,69 5,11 2,11 3,09 3:6:1
1955,70 1,46 1,22 1,08 5:4:2
1996,72 5,05 4,61 6,54 4:5:2
2012,72 1,34 1,38 1,35 5:5:1
2037,75 14,62 14,34 12,48 3:6:2
2053,79 3,73 2,76 4,29 4:6:1
2142,78 2,57 1,97 2,06 4:5:3
2158,78 1,43 1,91 - 5:5:2
2174,77 2,40 2,53 5,58 6:5:1
2183,81 16,91 15,79 14,90 3:6:3
2199,80 1,74 3,18 4,90 4:6:2
2215,80 4,23 4,20 3,08 5:6:1
2256,82 2,08 3,04 2,17 4:7:1
2320,83 1,67 1,88 2,23 6:5:2
2361,86 3,25 2,25 3,02 5:6:2
2377,85 1,50 1,84 2,73 6:6:1
2402,88 2,05 2,20 4,26 4:7:2
2418,88 0,97 1,54 - 5:7:1
2466,89 1,03 - - 6:5:3
2507,91 2,04 2,48 - 5:6:3
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2523,91 1,58 1,73 1,47 6:6:2

2539.90 2,48 4,79 9,56 7:6:1

2548,94 1,26 1,14 0,66 4:7:3

2580,93 1,87 2,07 2,48 6:7:1

2685,96 2,74 3,39 4,30 7:6:2

2726,99 2,55 3,12 - 6:7:2

2768,01 1,35 - - 5:8:2

2832,02 2,14 3,06 1,91 7:6:3

2873,05 1,70 1,81 1,63 6:7:3

2889,04 1,14 0,67 - 7:7:2

2978,08 0,89 0,99 2,39 7:6:4

3019,10 1,09 1,26 - 6:7:4
Tabla VIII.
Actividades de FT (nmol)/h/mg de proteina)

al,2 FT oal,3FT ol,6 FT GalT

CHO < 0,01 0,03 4,31 12,5
PER.C6 < 0,01 0,65 3,62 3,41
Tabla IX.

Masa (m/z) Hex HexNAC dHex Fraccion 1 Fraccion 2 Fraccion 3 Fraccion 4
1631,6 3 4 2 ND ND ND 1,16
1688,6 3 5 1 3,22 3,09 2,22 2,82
1793,7 4 4 2 1,29 1,15 ND 0,83
1809,6 5 4 1 ND 1,50 2,10 2,82
1834,7 3 5 2 1,71 1,77 1,73 1,41
1891,7 3 6 1 10,98 7,96 5,19 4,31
1955,7 5 4 2 0,86 3,36 0,87 1,33
1996,7 4 5 2 2,40 2,65 2,47 2,32
2037,8 3 6 2 4,03 4,86 4,82 3,65
2053,7 5 5 1 6,43 5,39 3,89 2,65
2101,8 5 4 3 1,29 1,55 ND DN
2142,8 4 5 3 1,71 2,03 1,36 2,98
2174,8 6 5 1 1,29 1,95 1,36 0,00
2183,8 3 6 3 8,57 11,05 16,44 22,54
2199,8 4 6 2 4,54 5,04 4,94 3,81
2215,8 5 6 1 5,66 4,60 2,84 2,32
2256,8 4 7 1 1,97 1,77 0,87 1,33
2320,8 6 5 2 1,03 1,27 0,87 1,49
2361,9 5 6 2 4,46 4,86 4,39 3,31
2377,9 6 6 1 5,23 2,21 2,10 1,66
2507,9 5 6 3 1,65 1,68 3,71 5,47
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2523,9 6 6 2 3,43 2,21 2,22 1,82
2539,9 7 6 1 10,72 6,19 4,94 4,47
2580,9 6 7 1 2,14 2,21 1,85 1,16
2670,0 6 6 3 0,86 1,68 2,47 2,82
2686,0 7 6 2 6,69 6,90 5,93 3,81
2727,0 6 7 2 2,70 3,36 2,72 1,82
2832,0 7 6 3 2,83 4,60 6,43 3,81
28731 6 7 3 1,29 1,55 4,57 2,98
2978,1 7 6 4 1,03 1,55 3,58 3,73
3019,1 6 7 4 ND ND 2,47 2,90
31241 7 6 5 ND ND 0,62 2,49
Tabla X.
Clon Morfologia Expresion de E1A
004 Plana ++
008* Plana ++
8 025 Plana +++
; 028 Agujas pequenas -
L; 034 Plana *-
©
§ 056 Plana + parental -
8 062 Plana +++
066 Plana ++
076 Parental -
002 Plana ++
003 Plana + Parental ++
005 Plana ++
023 Plana +++
025 Plana + Parental -
026 Plana +++
®) 028 Plana + Parental +
E 031 Plana +
lTJ' 033 Plana +++
E 035 Parental -
3 049 Plana ++
é 051 Plana + Parental +
O 057 Plana, irregular +
058 Plana ++
062 Plana ++
067 Plana ++
072* Plana, irregular ++
076 Plana +++
077 Plana +++
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Tabla XI.

[M+Na] + 1647,6 | 1809,6 1891,7 1996,7 2037,8 2174,8 2183,8 | 22158 2361,9
HexNAc 2 2 4 3 4 3 4 4 4
Hex 1 2 1 3 2 2
dHex 1 1 2 1
Estructura ‘:}.& :}.8 ?.8 ::}-8 %.l
propuesta ;f}.& b“ .:?}“‘ ?’"

Clon 033 11%

Clon 008 2% 2% 1% 4% 4% 8% 4% 3%
Clon 072 1% 6% 2% 9% 4% 8% 2% 2%
Otra

estructura oacred ’?}d S aped ek 325,.3
posible

[M+Na] + 2377,9 | 2402,9 | 25399 2580,9 2686,0 2727,0 2832,0 | 2873,1 2905,0
HexNAc 4 ? 4 5 4 5 4 5 5
Hex 3 4 3 4 3 4 3 5
dHex 1 1 2 2

Estructura % Y g $ g 3

propuesta %"‘ %"‘ %" % @"
Clon 033 3% 78% 4% 4%
Clon 008 3% 28% 6% 14% 6% 8% 3% 3%
Clon 072 3% 26% 11% 9% 7% 6% 3% 2%
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REIVINDICACIONES

1. Composiciéon que comprende moléculas de eritropoyetina recombinantes que comprenden glicanos N-unidos,
caracterizada porque el nimero promedio de estructuras de lewis-X en glicanos N-unidos por molécula de
eritropoyetina es al menos de 2,7.

2. Composicién segun la reivindicacidon 1, caracterizada porque el numero promedio de estructuras de lewis-X en
glicano N-unido por molécula de eritropoyetina es al menos de aproximadamente 3,6.

3. Composicién segun la reivindicacidon 1, caracterizada porque el numero promedio de estructuras de lewis-X en
glicanos N-unidos por molécula de eritropoyetina es al menos de aproximadamente 4,1.

4. Composicién segun la reivindicacién 1, caracterizada porque el nimero promedio de estructuras de lewis-X en
glicanos N-unidos por molécula de eritropoyetina es al menos de aproximadamente 5,7.

5. Composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que los glicanos N-unidos en dichas
moléculas de eritropoyetina son principalmente estructuras biantenarias.

6. Preparacion farmacéutica que comprende una composicion de moléculas de eritropoyetina recombinantes segun
cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

7. Composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, para su uso como medicamento.
8. Uso de una composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, para la preparacion de un
medicamento para el tratamiento de un trastorno seleccionado del grupo que consiste en isquemia, una lesién por

reperfusion, un trastorno inducido por hipoxia, una enfermedad inflamatoria, un trastorno neurodegenerativo y dafo
agudo al sistema nervioso central o periférico.
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Fig. 10A
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Fig. 10A, cont.

00SE

L B0

aroe

nese

(z/w) esey

0zLE

t UQIa2el

059 ooz

e

§0867 c'geaT §L8SE gLbg

£'6052

Tge0e

4111}

0LZelL

00sE

Teeot

oFoE

11

(z/w) ese

[ 143

€ U0Ia2EI 4

ot

oy

- 0s

08
0L

L EETS 00z}

W EERT ¥ LEEE

] <1
L'P50E
VBEOT

—

L1

o584

0
ok

oz
oe
o¥
05
LE

0L

- 08

08

ool

pepisuajul ap %

pepISuBjuIl 8p %

52



ES 2381 104 T3

.uij

oosz

(z/w) esep

oare

1}:T4

[ A rAE

ML

LE F-._mN

£LELE

EE'80SZ

go'sgle

86'LE0T

05

09

0L

Los

+ 06

-00L

Pepisusiul ap 9%

53



ES 2381104 T3

Fig. 11

clos8

Clo2e

54



ES 2381104 T3

o'cs

oo

ool

- 0‘0z

_ c__mm ﬂ_,.om 055 0‘0s o'sy o'or 0'se 0'¢ o'se ooz _qm_ oot
.EE| N 2 PR 1. M I L P | P L - L PR |
€0 NOTID
L0 NOTD

- 0'og
- 0oy

- 0'0s

0‘09

55



ES 2381104 T3

Juod ‘gl b4

(z/w) esely
o 258 oot 0852 dad ook ozt
{ MR KR v d_..l.J_:‘J_‘]J.J 1_...!1!._2,—..4?.5.(«!,..3. ot r
PEOLZE mm_egd‘-I Flaogra ._ PVLIEZ -
FLa /%4

-

+ o

- or

- 09

- 09

oo
]

. - 06

_ 0Od3°080L1H

vaare” shoeZ - o0t

(61692 ‘5°0v52 = delli# 99dS Jabekop v

pepisus|ul 8p %

56



ES 2381 104 T3

‘09 ‘gl ‘Biq

oSt

o

35T

(z/w) esep

®i

0%t

0z

0¥6LL

- BSWIE

0
_si%%?x}#%.}é? E&E_EJ el
€0

gezER

[5:¥rAra

8eE

k)
28'18s2

06T

8% 24004

seteiz

freLs '8 0rSz = gl sedg sefon,

[N

800 I° 0d3'V13

pepisusiul ap %

57



ES 2381104 T3

Juod ‘¢l ‘b4

(z/w) ese

0z1Z

0891

naN_.

vorie

506182

aow_w v %%ﬁ&zjé%?j} _ja

pO'BZLE

L0892

T

ve'zove

6HE2

v6'0852

pEOpSE

bLL —wu

8evilL

ee'ealz

ve8'8E0Z

é P ég_g %ﬁ%%

[4:i4:1:1

[ovit '6'0v5Z = dg]oa<=1# J2dg t26efop

¢L0 uo[d 0d3'gL3'vi3a

,_ ?éi N

-0z

pepisusjul ap %

58



ES 2381104 T3

AE

uTW 00z 0°6T 08T o.mﬁ c“w_a o,mm 0‘pT o_m.ﬁ 0zt

01T o0‘01

.

€€0 NOTID
L0 NOTID
800 NOTD

N2TD

59



ES 2381 104 T3

(z/w) esepy
aggSe orFoE 08sZT OELE 086k aozi

P P A

Le'OvEL
wLvpLE FO'EGSTE

TE'ELET
LPSOTZ

TEBLLE

g o

o9
oL

10 bLLESE

60

pepisuajul ap %



ES 2381104 T3

agl b4

oose

oroE

OBSZ

(z/w) esepy

OELE 088 E

T ?JE

FEELEZE

FAY+:

ST LOBE

F8'LVET

i%%aﬁ%éé’ig%ﬁ _a_zg;}éﬁ iR A

EFBLET *
EE'80Z2

LEQLLT

T

Ok

| oz

FOE

ow

as

1]

oL

o8

Look

pepisuajui ap %,

61



ES 2381 104 T3

061 B4

(z/w) esep

Q0E!
o1

P

SL'SERT

oFoE 0EET oZLE 08BL ﬂo.“k-

— PISEIE os-ecoz

i

o9

68 Z85T

-OL

tOB

& .

EBYE WEZYEE

62

- pepisuajul ap %



ES 2381 104 T3

asi ‘b4

(z/w) esepy

ﬂumﬂ OB5T

LLDE"

OZLE

%%%%%%

@8'EERT

E0'COrT

BLLELE _
BL'gTaE

BLTLDBE

¥LZBSE

"

80 L veZ

g A

LEANZZ

5 25EZ

o

BETEEL

Dﬂ"ﬁ-

| oo _._.....-

or

FOs

- 09

oL

08

~00k

pepisuajul ap %

63



ES 2381104 T3

9l b4

——™ P M —— e i
m N . .t 1o .41\ v—‘ .
D T it T Tt

t

I

" s
A e

[UTTS O U R S it antd

— . et ete e o) et o s e b

| | e

. PR . Ll . .,.u.w.,...l,,.rl.....u .

e % g i g gt
o

SR

2wt

\J

OTTTZIETT

64



ES 2381104 T3

Ll B4

0d4d-9D "¥dd

0dd-0HD

x91dyg

TOI3UO0D

——

T
il

037

A7

/A7

9%

8V

0S

¢S

4]

94

dOH

65



ES 2381104 T3

Tt s iy
S
~ e -
b ': L S
- - bl . & -
) ! T "
[
+ r m .
- a met e RO
T ERE o
L L

(soloJ soingo|b sp 9;,) sojoo|nNdlley

66

Eprex frCHO-EPO PER.C6 EPO

control

Fig. 18



ES 2381104 T3

61 ‘b1

0d3-90"4d3d

Odid-0OHDIT

TOIUOD

: X S e '.1

Tuy

| 2

o
Qg N

Tp}

Ge

0}7

(%) 41

67



ES 2381104 T3

Fig. 20

PROTEINA




ES 2381 104 T3

12 ‘614

(zjw) esey

1GLE 1692 K4 VL)

_.mmo

TR A R

R A ]
(zjw) esepy i

ménmm.ﬁ:

0z
0¥
09
08
ﬁ
00!

oozl
2%

pepISUBIUI 8P %,

00¢ 0v0¢ 0852 0zZLz

g8

¢[SS0¢C

‘-._ﬁl;.‘ P b i H

cs8le |'zesl

099}

06891

'Q o
=< o~

o o o
[ =] (o 0] w
¥ pepisusjul ep %

69



ES 2381104 T3

zeg ‘b4

9-0”

19

0
Z-1d

Aw_nm. 10

70



ES 2381104 T3

¢z ‘614

(%09] %L %EL %9 %S %ET %9 .
62052 Z/w 86612 Z/W 2'€81Z Z/w L'€50Z Z/w L1681 Zw 98891 z/u

«sﬁ«. 1&% Gl o E gCa D

(%) %8 %0L %G1 %02 %6 %S
1'8L622/W  0ZEBZZW  0'989TZW  6BESTZW  BEBIT Z/W £'966) Z/w esepijels

7&. «.% qz@ uzmw «zﬁm A 4 eseoNd

71



ES 2381104 T3

AR

{

(%26l %9 Yol %L %81 %9 %8 %0%
LEOZ Z/W 5661 Z/w 608LZ/W . PPyl Z/w BEELZW g2l ZW E£€6 Z/W

e e e T e

7

[%0L] %L1 %8 %5 %LT %L
6 Emm Z/w '880Z ZW  §/£0Z Z/w L LOB) Z/w 9'ShLL Z/W 9'Z¥S) 2w

I.ﬂ IAMm Eﬂﬂ G, e wo mE -.Am esepisoony

[%%00] %L %EL %9 %S %ET %9 .
6'L052 2w 86612 Z/W 8'EBLZ Z/W L'€80Z Z/w L1681 Z/w 9’8891 NE BSEPISOJOE|ED)

pG v ek e S erd G

72



ES 2381104 T3

Gz b4

[%001] %9 %E | %21 %69
168} 2w S8¥| Z/w Yhyl 2w 6.0 Z/w

oo e <., poc] BSE-0BNJ|D

[%6] %0} %0} %6 %9 %z} %
89522 Z/W  L['VBOZZW  L'€S0Z ZMi £'168) Z/uw 9'889} Znw 58Pl Z/W

rG . e rG, e wopd e s | TN

[2400] Yl %E L %9 %G %eZ %9
62052 zjw 86612 Z/w g'e8lz Zw L'€G0Z Z/w L'168) Z/w 9'8891 Z/uW

e A 1o T

73



ES 2381 104 T3

FEnLL”

e

[
|
|

1310

(z/w) ese

E5E5E

LE06E

L0027

FIER .
[s224 "o vEaY = dAlOG<=0E<= 1y 22dG sobekopy

(zjw) ese

b

oo
[ R SRR ————

L

S'aeal

vOrGE

(4202 '5'0F52 = dB1DB=B<= b Jodg Jobefop

PEpRISUSIUI 8P %

peEpIsuaiul 8p %

74



ES 2381 104 T3

Fig. 26, cont.
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Fig. 26, cont.
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