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DESCRIPCION
Factor estimulante de colonias de granulocitos glicopegilados
Antecedentes de la invencién

EL factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) es una glicoproteina que estimula la supervivencia,
proliferacién, diferenciacion y la funcion de células progenitoras de granulocitos neutréfilos y neutréfilos maduros.
Las dos formas de G-CSF humano recombinante en uso clinico son estimulantes potentes de la granulopoyesis de
neutrofilos y han demostrado eficacia en la prevencion de complicaciones infecciosas de algunos estados
neutropénica. Se pueden utilizar para acelerar la recuperaciéon de neutréfilos de los tratamientos mielosupresores.

G-CSF disminuye la morbilidad de la quimioterapia del cancer mediante la reduccién de la incidencia de la
neutropenia febril, la morbilidad de la quimioterapia de dosis alta con el apoyo de un trasplante de médula, y la
incidencia y duracion de la infeccién en pacientes con neutropenia cronica severa. Ademas, se ha demostrado
recientemente que el G-CSF tiene accion terapéutica cuando se administra después del inicio del infarto de
miocardio.

La forma humana de G-CSF fue clonada por grupos de Japon y Estados Unidos en 1986 (ver, por ejemplo, Nagata
et al Nature 319: 415-418, 1986). La glicoproteina humana natural existe en dos formas, una de 175 y la otra de 178
aminoéacidos. La forma mas abundante y méas activa de 175 aminoacidos se ha utilizado en el desarrollo de
productos farmacéuticos por tecnologia de ADN recombinante.

El G-CSF humano recombinante sintetizado en un sistema de expresién de E. coli se llama filgrastim. La estructura
de filgrastim difiere ligeramente de la glicoproteina natural. La otra forma de G-CSF humano recombinante se llama
lenograstim y se sintetiza en las células de ovario de hamster chino (CHO).

hG-CSF es una proteina monomérica que dimeriza el receptor de G-CSF por formacion de un complejo 2:2 de 2
moléculas de G-CSF y 2 receptores (Horan et al Biochemistry, 35(15): 4886—96 (1996)). Los siguientes residuos de
hG-CSF se han identificado mediante estudios cristalograficos de rayos X como partes de la interfaces de unién al
receptor: G4, P5, A6, S7, 58, L9, P10, Q11, S12, L15, K16, E19, Q20, L108, D109, D112, Tl 15, T116, Q119, E122,
E123, y L124 (ver, por ejemplo, Aritomi et al., (1999) Nature 401: 713).

Las formas disponibles en el comercio de rhG-CSF tienen un efecto farmacoldgico a corto plazo y a menudo se
deben administrar mas de una vez al dia durante el estado de leucopenia. Una molécula con una vida media de
circulacion mas larga puede disminuir el nimero de administraciones necesarias para aliviar la leucopenia y prevenir
las infecciones consiguientes. Otro problema con los productos rG-CSF disponibles en la actualidad es la aparicion
de dolor 6seo dependiente de la dosis. Debido a que el dolor 6seo es experimentado por los pacientes como un
efecto secundario significativo del tratamiento con rG-CSF, seria deseable proporcionar un producto rG-CSF que no
causa dolor 6seo, ya sea por medio de un producto que inherentemente no tienen este efecto o que es efectivo en
una dosis suficientemente pequefia que no causa dolor 6seo. Por lo tanto, existe una clara necesidad de mejorar las
moléculas recombinantes de G-CSF.

Se han informado variantes de proteinas manipuladas genéticamente de hG-CSF se han reportado (patentes US
Nros. 5.581.476, US 5.214.132, US 5.362.853, US 4.904.584 y Riedhaar-Olson et al., Biochemistry 35: 9034 a 9041,
1996). La modificacion de hG-CSF y otros polipéptidos a fin de introducir al menos una cadena de carbohidrato
adicional en comparacion con el polipéptido nativo también se ha descrito (patente US N.° 5.218.092). Ademas, se
han informado y estudiado (ver, por ejemplo, Satake-Ishikawa et al. (1992) Cell Structure and Function 17: 157,
Bowen et al. (1999) Experimental Hematology 27: 425; patentes US Nros. 5.824.778, US 5.824.784, WO 96/11953,
WO 95/21629, y WO 94/20069).

La unién de polimeros sintéticos al esqueleto del péptido en un intento de mejorar las propiedades farmacocinéticas
de la terapéutica con glicoproteina se conoce en la técnica. Un polimero ilustrativo que se ha conjugado con
péptidos es poli(etilenglicol) (‘PEG”). Se ha demostrado que el uso de PEG para derivatizar péptidos terapéuticos
reduce la inmunogenicidad de los péptidos. Por ejemplo, la patente US. N.° 4.179.337 (Davis et al.) describe
polipéptidos no inmunogénicos, tales como enzimas y hormonas peptidicas acopladas al polietilenglicol (PEG) o
polipropilenglicol. Ademas de una inmunogenicidad reducida, el tiempo de depuracién en la circulacion se prolonga
debido al aumento de tamafio del conjugado- PEG de los polipéptidos en cuestion.

El principal modo de unién de PEG, y sus derivados, a péptidos es una unién no especifica a través de un residuo
de aminoacido del péptido (ver, por ejemplo, la patente US N.° 4.088.538, patente US N.° 4.496.689, patente US N.°
4.414.147, patente US N © 4.055.635, y PCT WO 87/00056). Otro modo de fijacion de PEG a péptidos es a través de
la oxidacion no especifica de los residuos de glicosilo en un glicopéptido (ver, por ejemplo, WO 94/05332).

En estos métodos no especificos, se afiade poli(etilenglicol) de una manera no especifica al azar a los residuos de
reactivos en un esqueleto peptidico. Obviamente, la adicién aleatoria de moléculas de PEG tiene sus desventajas,
como la falta de homogeneidad del producto final, y la posibilidad de reduccion en la actividad bioloégica o enzimatica
del péptido. Por lo tanto, para la produccion de péptidos terapéuticos, una estrategia de derivacion que produce la
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formacion de un producto esencialmente homogéneo, facilmente caracterizable y marcado especificamente es
superior. Tales métodos se han desarrollado.

Los agentes terapéuticos de péptidos homogéneos marcados se pueden producir in vitro a través de la accién de las
enzimas. A diferencia de los tipicos métodos no especificos para la union de un polimero sintético u otra marca a un
péptido, la sintesis basada en enzimas tiene las ventajas de regioselectividad y estereoselectividad. Dos clases
principales de enzimas para usar en la sintesis de péptidos marcados son glicosiltransferasas (por ejemplo,
sialiltransferasas, oligosacariltransferasas, N-acetilglucosaminiltransferasas), y glicosidasas. Estas enzimas se
pueden utilizar para la unién especifica de los azlcares que se pueden modificar posteriormente para comprender
un residuo terapéutico. Alternativamente, las glicosiltransferasas y glicosidasas modificadas se pueden usar para
transferir directamente los azlcares modificados a un esqueleto peptidico (ver, por ejemplo, la patente US
6.399.336, y la solicitud de patente de publicaciones US 20030040037, 20040132640, 20040137557, 20040126838
y 20040142856). Los métodos que combinan elementos sintéticos quimicos y enzimaticos también son conocidos
(ver, por ejemplo, Yamamoto et al. Carbohydr, Res. 305: 415-422 (1998) y la publicacién de la solicitud de patente
de US 20040137557.

En respuesta a la necesidad de mejorar la terapia con G-CSF, la presente invencion proporciona un G-CSF
glicopeptilado que es terapéuticamente activo y que tiene parametros y propiedades farmacocinéticas mejores con
respecto a un péptido G-CSF idéntico, o estrechamente analogo, que no es glicopeptilado. Ademas, la invencién
proporciona un método para producir de manera rentable y en escala industrial los mejores péptidos de G-CSF de la
invencion.

Sintesis de la invencion

Ahora se ha descubierto que la modificacion controlada deL factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF)
con uno o mas restos de poli(etilenglicol) proporciona un nuevo derivado de G-CSF con propiedades
farmacocinéticas que son mejores con respecto al correspondiente G-CSF nativo (no pegilado) (FIGURA 3). Por otra
parte, la actividad farmacolégica del G-CSF glicopeptilado es aproximadamente el mismo que el filgrastim mono-
pegilado disponible en el comercio (Figura 4).

En una realizacién ilustrativa, las moléculas de G-CSF “glicopegilado” de la invencién se producen por la formacion
mediada por enzima de un conjugado entre un péptido G-CSF glicosilado o no glicosilado y un resto sacarilo
enzimaticamente transferible que incluye un resto (etilenpoliglicol) dentro de su estructura el resto de PEG esta
unido al resto sacarilo directamente (es decir, a través de un solo grupo formado por la reaccion de dos grupos
reactivos) o a través de un resto ligador, por ejemplo, alquilo alquilo sustituido o no sustituido, heteroalquilo
sustituido o no sustituido, etc. Una estructura ilustrativa de PEG—sacarlo transferible se expone en la FIG. 5.

Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencién proporciona un conjugado entre un resto de PEG, por ejemplo,
PEG y un péptido que tiene una actividad in vivo similar o de otro modo analoga a un G-CSF reconocido en la
técnica. En el conjugado de la invencidn, el resto de PEG esta unido covalentemente al péptido a través de un grupo
de enlace glicosilo intacto. Los grupos de unién glicosilo intacto ilustrativo incluyen restos de acido sialico que se
derivan con PEG.

La presente invencién proporciona un péptido G-CSF que incluye el resto:

CH

En la férmula anterior, D es —OH o R*~L-HN-. El simbolo G representa R'-L— o —C(O)alquilo (C1-C6). R es un
resto que comprende un residuo de polietilenglicol ramificado, como se define en las reivindicaciones y L es un
ligador que es un miembro seleccionado de un enlace, alquilo sustituido o no sustituido y heteroalquilo sustituido o
no sustituido.

En general, cuando D es OH, G es R-L-, y cuando G es -C(O)alquilo (C1-C6), D es R'-L-NH-. En las estructuras
de acido sialico modificadas expuestas en la presente, COOH también representa COO- y/o una sal de esta.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método de obtener un G-CSF PEG-ilado que comprende el resto
anterior. El método de la invencién incluye (a) poner en contacto un péptido G-CSF sustrato con un dador de PEG—
acido sialico y una enzima que transfiere el PEG—acido sialico en un residuo aminoacido o glicosilo del GCSF, en las
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condiciones apropiadas para la transferencia. Un resto dador de PEG—acido sidlico ilustrativo tiene la féormula:

OH
D
o CO0H
HO ' HO
\
| 0’““!?*-0 OH
G—HNT N S

En una realizacion, el huésped es una célula de mamifero. En otras realizaciones la célula huésped es una célula de
insecto, célula de planta, una bacteria o un hongo.

Las propiedades farmacocinéticas de los compuestos de la invencién varian facilmente mediante la alteracién de la
estructura, nimero o posicion del sitio de glicosilacion del péptido. En consecuencia, esta dentro del alcance de la
presente solicitud afiadir una 0 mas mutaciones que inserta un sitio de glicosilacion ligado en O o N en el péptido G—
CSF que no esta presente en el tipo salvaje. También se describen los anticuerpos para estas mutantes y sus
productos finales e intermediarios glicosilados.

En otro aspecto, la invencion proporciona un conjugado G—-CSF que tiene una poblacién de restos del residuo PEG,
por ejemplo, PEG, unido en forma covalente a este a través de un grupo de unién de glicosilo. En el conjugado de la
invencion, esencialmente cada miembro de la poblacion se une por medio de un grupo de unién glicosilo a un
residuo glicosilo del péptido, y cada residuo glicosilo tiene la misma estructura.

En una realizacion ilustrativa, la presente invencién proporciona un conjugado de G-CSF que tiene una poblacién de
restos del residuo PEG, por ejemplo, PEG, unido de forma covalente a este a través de un grupo de unién glicosilo
intacto. En el conjugado de la invencion, esencialmente cada miembro de la poblacién esta unido a un residuo de
aminoacido del péptido, y cada uno de los residuos de aminoacidos al que se une el polimero tiene la misma
estructura. Por ejemplo, si un péptido incluye un residuo glicosilo unido a Thr, al menos aproximadamente 70%,
80%, 90%, 95%, 97%, 99%, 99,2%, 99,4%, 99,6%, o con mas preferencia 99,8% de los péptidos en la poblacién
tendran el mismo residuo glicosilo unido de modo covalente al mismo residuo Thr. La descripcion anterior es
igualmente relevante para ambos sitios de O—glicosilacién y N—glicosilacion.

También se proporciona una composicidon farmacéutica. La composicién incluye un portador farmacéuticamente
aceptable y un conjugado covalente entre un residuo PEG no natural y un péptido G—CSF glicosilado o no
glicosilado.

Otros objetivos y ventajas de la invencion seran evidentes para los expertos en la técnica a partir de la siguiente
descripcion detallada.

Descripcion de las figuras

La FIG. 1 es una estructura del G-CSF, que muestra la presencia y ubicaciéon de una potencial glicosilacién en Thr
133 (Thr 134 si esta presente una metionina).

La FIG. 2 es un esquema que muestra una realizacion ilustrativa de la invencién en que un residuo carbohidrato en
un péptido G—CSF es remodelado por la adicidon enzimatica de un resto GalNAc al residuo glicosilo en Thr 133 (Thr
134 es metionina presente) antes de afiadir un resto sacarilo derivado con PEG.

La FIG. 3 es un grafico que compara los tiempos de residencia in vivo de G-CSF no glicosilado, Neulasta™ y G-
CSF glicopegilada enzimaticamente.

La FIG. 4 es un grafico que compara las actividades de las especies mostradas en la FIG. 3.

La FIG. 5 es un esquema de sintesis para producir un ejemplo de precursor del grupo de uniéon de PEG—glicosilo
(azlcar modificado) para usar en la preparacion de los conjugados de la invencion.

La FIG. 6 muestra secuencias de aminoacidos de G-CSF ilustrativas. La SEQ ID NO:1 es la variante de 175
aminoacidos, donde el primer aminoacido es metionina y existe un residuo de treonina en Thr 134. La SEQ ID NO:2
que tiene la misma secuencia de la variante de 175 aminoacidos excepto que falta la metionina guia, en
consecuencia la secuencia comienza con T y existe un residuo de treonina en la posicion 133.
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La FIG. 7 ilustra algunos nucleétidos de azicar modificados Utiles en la préactica de la invencion.
La FIG. 8 ilustra otros nucleétidos de aztcar modificados Utiles ilustrativos en la practica de la invencion.

La FIG. 9 demuestra la produccién de GCSF recombinante en las bacterias cultivadas en varios medios e inducidos
con IPTG.

La FIG. 10 proporciona el andlisis de transferencia Western de GCSF plegado de nuevo después de la
cromatografia de SP—sefarosa.

La FIG. 11 es una tabla de sialil transferasas que se usar para transferir a un aceptor las especies de acido sialico
modificado expuestas en la presente y acido sialico no modificado.

Descripcion detallada de la invencion y las realiza  ciones preferidas
Abreviaturas

PEG, poli(etilenglicol); PPG, poli(propilenglicol); Ara, arabinosilo; Fru, fructosilo; Fuc, fucosilo; Gal, galactosilo;
GalNAc,N—-acetilgalactosaminilo; Glc, glucosilo; GIcNAc, N-acetilglucosaminilo; Man, manosilo; ManAc, acetato de
manosaminilo; Xil, xilosilo; y NeuAc, sialil(N-acetilneuraminilo); M6P, manosa—6—fosfato; Sia, acido sialico, N—
acetilneuraminilo, y sus derivados y analogos.

Definiciones

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente invencion
generalmente tienen el mismo significado que el cominmente entendido por los expertos en la técnica a la que
pertenece esta invencion. En general, la nomenclatura utilizada en la presente y los procedimientos de laboratorio en
el cultivo celular, genética molecular, quimica organica y quimica de acidos nucleicos y la hibridaciéon son aquellos
bien conocidos y cominmente empleados en la técnica. Se utilizan técnicas estandar para el acido nucleico y la
sintesis de péptidos. Las técnicas y procedimientos se realizan generalmente de acuerdo con los métodos
convencionales en la técnica y diversas referencias generales (ver en general, Sambrook et al MOLECULAR
CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2d ed. (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor,N.Y.), que se proporcionan en este documento. La nomenclatura utlizada en la presente y los
procedimientos de laboratorio en quimica analitica y sintesis organica descriptos a continuacién son los bien
conocidos y cominmente empleados en la técnica. Las técnicas estandares, o modificaciones de los mismos, se
utilizan para las sintesis quimicas y analisis quimicos.

Todos los oligosacéaridos descriptos en la presente se describen con el nombre o abreviatura para el sacarido no
reductor (es decir, Gal), seguido por la configuracion del enlace glicosidico (a o B), el enlace del anillo (1 o 2), la
posicion del anillo del sacarido reductor involucrado en el enlace (2, 3, 4, 6 u 8), y después el nombre o abreviatura
del sacarido reductor (es decir, GIcNAc). Cada sacarido es con preferencia una piranosa. Para una revision de la
nomenclatura de glicobiologia estandar ver, Essentials of Glycobiology Varki et al. eds. CSHL Press (1999).

Se considera que los oligosacaridos tienen un extremo reductor y un extremo no reductor, sea o no el sacarido en el
extremo reductor es, de hecho, un azucar reductor. De acuerdo con la nomenclatura aceptada, los oligosacaridos se
representan en la presente con el extremo no reductor a la izquierda y el extremo reductor a la derecha.

El término “acido sialico” se refiere a cualquier miembro de una familia de azlcares carboxilados de nueve carbonos.
El miembro mas comun de la familia de acido sialico es el acido N-acetil-neuraminico (acido 2—ceto—-5—acetamido—
3,5—-didesoxi—-D—glicero—D—galactononulopiranos—1-6nico (a menudo abreviado como Neu5Ac, NeuAc, o NANA).
Un segundo miembro de la familia es acido N—glicolil-neuraminico (Neu5Gc o NeuGc), en que el grupo N—acetilo de
NeuAc esta hidroxilado. Un tercer miembro de la familia de &cido sialico es acido 2—ceto—3—desoxi—nonulosonico
(KDN) (Nadano et al. (1986) J Biol. Chem. 261: 11550-11557; Kanamori et al., J. Biol. Chem. 265: 21811-21819
(1990)). También se incluyen acidos sialicos sustituidos en posicién 9 tales como 9—0O-acilo C1-C6—Neu5Ac como
9—O-lactil-Neu5Ac o0 9-O-acetil-Neu5Ac, 9-desoxi—-9—fluoro—Neu5Ac y 9-azido—9-desoxi—-Neu5Ac. Para la
revision de familia de acido sialico, ver, por ejemplo, Varki, Glycobiology 2: 25-40 (1992); Sialic Acids: Chemistry,
Metabolism and Function, R. Schauer, Ed. (Springer—Verlag, New York (1992)). La sintesis y el uso de compuestos
de &cido sidlico en un procedimiento de sialilacion se describen en la solicitud internacional WO 92/16640, publicada
el 1 octubre de 1992.

El término El término “factor estimulante de colonias de granulocitos” o “péptido del factor estimulante de colonias de
granulocitos”, 0” G-CSF “0” péptido G-CSF” se refiere a cualquier péptido tipo salvaje o mutado, recombinante, o
nativo, o cualquier fragmento de G-CSF que tiene una actividad que es o que imita la de GCSF nativo. El término
también abarca generalmente miméticos de G-CSF no peptidicos. En una realizacion ilustrativa, un péptido G-CSF
tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID N °:1. En otras realizaciones ilustrativas un péptido G-
CSF tiene una secuencia seleccionada de SEQ ID N °; 3-11.

El término “actividad de factor estimulante de colonias de granulocitos” se refiere a cualquier actividad de unién que
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incluye la unién y activacion del receptor, inhibicién de la unién al receptor, o cualquier reaccién bioquimica o
fisiolégica que normalmente es afectada por la accion del factor estimulante de colonias de granulocitos de tipo
salvaje. La actividad del factor estimulante de colonias de granulocitos puede surgir de la accion de cualquier péptido
factor estimulante de colonias de granulocitos, como se define anteriormente.

“Péptido” se refiere a un polimero en el que los monémeros son aminoacidos y estan unidos entre si a través de
enlaces amida, denominados alternativamente como un polipéptido. Ademas, los aminoacidos no naturales, por
ejemplo, B-alanina, fenilglicina y homoarginina también estan incluidos. Los aminoacidos que no son codificados por
genes también se pueden usar en la presente invencidon. Ademas, los aminoacidos que se han modificado para
incluir grupos reactivos, sitios de glicosilacion, polimeros, biomoléculas y similares también se pueden usar en la
invencion. Todos los aminoéacidos utilizados en la presente invencion puede ser la forma de isémero D o L.
Generalmente, se prefiere el isémero L. Ademas, otros peptidomiméticos también son (tiles en la presente
invencion. Como se usa en la presente, “péptido” se refiere a péptidos glicosilados y no glicosilados. También se
incluyen péptidos que estan incompletamente glicosilada por un sistema que expresa el péptido. Para una revision
general, ver, Spatola, A. F., in CHEMISTRY AND BIOCHEMISTRY OF AMINO ACIDS, PEPTIDES AND PROTEINS,
B. Weinstein, eds., Marcel Dekker, New York, p. 267 (1983).

El término “conjugado peptidico”, se refiere a las especies de la invencion en la que un péptido se conjuga con un
azucar modificado como se establece en la presente.

El término “aminoéacido” se refiere a los aminoacidos naturales y sintéticos, asi como analogos de aminoacidos y
miméticos de aminoacidos que funcionan de una manera similar a los aminoacidos naturales. Los aminoacidos
naturales son los codificados por el cddigo genético, asi como los s aminoacidos que se modifican posteriormente,
por ejemplo, hidroxiprolina, y-carboxiglutamato, y O-fosfoserina. Los analogos de aminoacidos se refieren a los
compuestos que tienen la misma estructura quimica basica que un aminoéacido natural, es decir, un carbono a que
esta unido a un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino, y un grupo R, por ejemplo, homoserina, norleucina,
sulféxido de metionina, metil sulfonio de metionina. Tales analogos tienen grupos R modificados (por ejemplo,
norleucina) o esqueletos peptidicos modificados, pero conservan la misma estructura quimica basica que un
aminoacido natural. Los minéticos de aminoacidos se refieren a compuestos quimicos que tienen una estructura que
es diferente de la estructura quimica general de un aminoacido, pero que funcionan de una manera similar a un
aminoacido natural. Como se usa en la presente, “aminoacido”, ya sea en un ligador o un componente de una
secuencia de péptido se refiere tanto a los isomeros D y L de los aminoacidos, asi como las mezclas de estos dos
isbmeros.

Como se usa en la presente, el término “aztcar modificado”, se refiere a un carbohidrato natural o no, que se afiade
enzimaticamente en un aminoacido o un residuo de glicosilo de un péptido en un procedimiento de la invencion. El
azucar modificado se selecciona de diversos sustratos de enzimas que incluyen nucleétidos de azicar (mono-, di- y
tri-fosfatos), azucares activados (por ejemplo, haluros de glicosilo, mesilatos de glicosilo y azlicares que no soni
activados ni nucleétidos. El “azticar modificado” se funcionaliza de modo covalente con un “grupo modificador”. Los
grupos modificadores utiles incluyen, pero sin limitacion, restos de PEG, residuos de diagnostico, biomoléculas y
similares. El grupo modificador con preferencia es un hidrato de carbono natural o no modificado. El locus de
funcionalizacion con el grupo de modificacion se selecciona de manera tal que no impide que el “aziicar modificado”
se agregue enzimaticamente a un péptido.

El término “soluble en agua” se refiere a restos que tienen algun grado detectable de solubilidad en agua. Los
métodos para detectar y/o cuantificar la solubilidad en agua son bien conocidos en la técnica. Los restos de PEG
ilustrativos incluyen péptidos, sacaridos, poli(éteres), poli(aminas), poli(acidos carboxilicos) y similares. Los péptidos
pueden tener 0 secuencias mixtas o estar compuestos de un solo aminoacido, por ejemplo, poli(lisina). Del mismo
modo, los sacaridos pueden ser de secuencia mixta o compuesta de una sola subunidad de sacérido, por ejemplo,
dextrano, amilasa, quitosano, y poli(acido sialico). Un ejemplo de poli(éter) es poli(etilenglicol). Poli(etilenimina) es un
ejemplo de poliamina, y el acido poli(acrilico) es un acido poli(carboxilico) representativo.

El término “grupo de unién glicosilo”, como se usa en la presente, se refiere a un residuo de glicosilo al que se une
covalentemente un agente (por ejemplo, resto de PEG resto, residuo terapéutico, biomolécula). En los métodos de la
invencion, el “grupo de unién glicosilo” se une de forma covalente a un péptido glicosilado o no glicosilado, de este
modo el agente se une a un residuo de aminoacido y/o glicosilo en el péptido. Un “grupo de unién glicosilo”
generalmente se deriva de un “aztcar modificado” por la unién enzimatica del “aztcar modificado” a un residuo de
aminoacido y/o glicosilo del péptido. Un “grupo de unidn glicosilo intacto” se refiere a un grupo de unién que se
deriva de un resto glicosilo en el que el monémero de sacarido individual que une el conjugado no se degrada, por
ejemplo, oxida, por ejemplo, por metaperyodato de sodio. Los “grupos de unién glicosilo intactos” de la invencién se
pueden derivar de un oligosacarido natural mediante la adicién de la unidad de glicosilo o la eliminacién de una o
mas unidades de glicosilo de una estructura de sacarido original.

El término “resto de direccionamiento”, tal como se utiliza en la presente, se refiere a las especies que se localizaran
selectivamente en un tejido o regién particular del cuerpo. La localizacién esta mediada por el reconocimiento
especifico de los determinantes moleculares, el tamafio molecular del agente dirigido o conjugado, interacciones
i6nicas, interacciones hidrofobas y similares. Otros mecanismos para dirigir un agente a un tejido o regién particular,
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son conocidos por los expertos en la técnica. Los ejemplos de restos direccionamiento incluyen anticuerpos,
fragmentos de anticuerpos, transferrina, HS-glicoproteina, factores de coagulacion, proteinas del suero, [B-
glicoproteina, G-CSF, GM-CSF, M-CSF, EPO y similares.

Como se usa en la presente, “portador farmacéuticamente aceptable” incluye cualquier material, que cuando se
combina con el conjugado conserva la actividad de los conjugados y no es reactivo con los sistemas inmunitarios del
sujeto. Los ejemplos incluyen alguno de los portadores farmacéuticos estandares tales como una solucién salina
regulada con fosfato, agua, emulsiones tales como emulsion de aceite/agua, y diversos tipos de agentes
humectantes. Otros portadores también pueden incluir soluciones estériles, comprimidos que incluyen comprimidos
recubiertos y capsulas. Tipicamente, tales portadores contienen excipientes tales como almidén, leche, azucar,
ciertos tipos de arcilla, gelatina, acido estearico o sales de este, estearato de magnesio o calcio, talco, grasas o
aceites vegetales, gomas, glicoles, u otros portadores conocidos. Tales portadores pueden también incluir aditivos
de sabor y color u otros ingredientes. Las composiciones que comprenden tales portadores se formulan por métodos
convencionales bien conocidos.

Como se usa en la presente, “administracion”, significa la administracion oral, administracion como un supositorio,
contacto topico, administracion intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, intralesional, intranasal o subcutanea, o la
implantacion de un dispositivo de liberacion lenta, por ejemplo, una mini-bomba osmética , al sujeto. La
administracion es por cualquier ruta, que incluye parenteral, y transmucosa (por ejemplo, oral, nasal, vaginal, rectal,
0 transdérmica). La administracion parenteral incluye, por ejemplo, intravenosa, intramuscular, intraarterial,
intradérmica, subcutanea, intraperitoneal, intraventricular e intracraneal. Por otra parte, cuando la inyeccién es para
tratar un tumor, por ejemplo, para inducir apoptosis, la administracion puede ser directamente en el tumor y/o en los
tejidos que rodean al tumor. Otros modos de administracion incluyen, pero no sin limitacién, el uso de formulaciones
liposémicas, infusion intravenosa, parches transdérmicos, etc.

Los términos “mejoria” o “mejorar’ se refieren a cualquier indicio de éxito en el tratamiento de una patologia o
afeccion, que incluye cualquier parametro objetivo o subjetivo como abatimiento, remisién o disminucién de los
sintomas o una mejoria del bienestar fisico 0 mental del paciente. La mejoria de los sintomas se pueden basar en
parametros objetivos o subjetivos, incluyendo los resultados de un examen fisico y/o una evaluacion psiquiatrica.

El término “terapia” se refiere a “tratar” o “tratamiento” de una enfermedad o afeccién, que incluye evitar la aparicion
de enfermedad o afeccion en un animal que puede estar predispuesto a la enfermedad pero que todavia no
experimenta o exhibe sintomas de la enfermedad (tratamiento profilactico), inhibir la enfermedad (lentificar o detener
su desarrollo), proporcionar alivio de los sintomas o efectos secundarios de la enfermedad (que incluye el
tratamiento paliativo), y aliviar la enfermedad (lo que provoca la regresion de la enfermedad).

El término “cantidad efectiva” o “una cantidad efectiva para” o una “cantidad terapéuticamente efectiva”’ o cualquiera
de los términos gramaticalmente equivalente significa la cantidad que, cuando se administra a un animal para tratar
una enfermedad, es suficiente para efectuar el tratamiento para esa enfermedad.

El término “aislado” se refiere a un material que esta sustancial o esencialmente libre de componentes, que se
utilizan para producir el material. Para los conjugados peptidicos de la invencién, el término “aislado” se refiere al
material que esta sustancial o esencialmente libre de componentes que normalmente acompafian al material en la
mezcla usada para preparar el conjugado peptidico. “Aislado” y “puro” se usan indistintamente. Tipicamente, los
conjugados peptidicos aislados de la invencion tienen un nivel de pureza con preferencia expresados como un
rango. El extremo inferior del rango de pureza para los conjugados peptidicos es de aproximadamente 60%,
aproximadamente el 70% o aproximadamente el 80% y el extremo superior de la gama de pureza es de
aproximadamente 70%, aproximadamente el 80%, aproximadamente el 90% o mas de aproximadamente 90 %.

Cuando los conjugados peptidicos son mas de aproximadamente 90% pura, sus purezas también se expresan con
preferencia como un rango. El extremo inferior del rango de pureza es de aproximadamente 90%, aproximadamente
el 92%, aproximadamente el 94%, aproximadamente el 96% o aproximadamente 98%. El extremo superior del rango
de pureza es de aproximadamente 92%, aproximadamente el 94%, aproximadamente el 96%, aproximadamente el
98% o0 aproximadamente 100% de pureza.

La pureza se determina por cualquier método de analisis reconocido en la técnica (por ejemplo, intensidad de la
banda en un gel, electroforesis en gel de poliacrilamida tefiido con plata, HPLC, o un medio similar).

“Esencialmente cada miembro de la poblacién”, como se usa en la presente, describe una caracteristica de una
poblaciéon de conjugados peptidicos de la invencién en la que un porcentaje seleccionado de los azlcares
modificados afiadido a un péptido se afiade a mdltiples sitios aceptores, idénticas en el péptido. “ Esencialmente
cada miembro de la poblacion”, se refiere a la “homogeneidad” de los sitios en el péptido conjugado a un azlcar
modificado y se refiere a los conjugados de la invencién, que son al menos aproximadamente 80%, con preferencia
al menos aproximadamente 90% y con mas c preferencia al menos aproximadamente 95% homogénea.

“Homogeneidad” se refiere a la consistencia estructural en la poblacion de los restos aceptores a los que se
conjugan los azucares modificados. En consecuencia, en un conjugado peptidico de la invencion en que cada resto
de azucar modificado se conjuga a un sitio aceptor que tiene la misma estructura que el sitio aceptor al cual se
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conjugan todos los otros azlcares modificados, se dice que el conjugado peptidico es aproximadamente 100%
homogéneos. La homogeneidad se expresa normalmente como un rango. El extremo inferior del rango de
homogeneidad para los conjugados peptidicos es aproximadamente 60%, aproximadamente 70% o
aproximadamente 80% y el extremo superior del rango de pureza es aproximadamente 70%, aproximadamente
80%, aproximadamente 90% o mas de aproximadamente 90%.

Cuando los conjugados peptidicos son mas de o igual a aproximadamente 90% homogéneos, su homogeneidad
con preferencia también se expresa como un rango. El extremo inferior del rango de homogeneidad es
aproximadamente 90%, aproximadamente 92%, aproximadamente 94%, aproximadamente 96% o aproximadamente
98%. El extremo superior del rango de pureza es aproximadamente 92%, aproximadamente 94%, aproximadamente
96%, aproximadamente 98% o aproximadamente 100% homogeneidad. La pureza de los conjugados peptidicos se
determina tipicamente por uno o mas métodos conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, cromatografia
liquida-espectrometria de masas (LC-MS), espectrometria de masa con andlisis de tiempo de vuelo por desorcion
laser asistida por matriz y (MALDITOF), electroforesis capilar y similares.

“Glicoforma sustancialmente uniforme” o un “patrén de glicosilacion sustancialmente uniforme”, cuando se refiere a
una especie de glicopéptido, se refiere al porcentaje de restos aceptores que estan glicosilados por la
glicosiltransferasa de interés (por ejemplo, fucosiltransferasa). Por ejemplo, en el caso de una unidad a,1,2-
fucosiltransferasa, existe un patrén fucosilacion sustancialmente uniforme si sustancialmente todo (como se define
mas adelante) de la Gal B1,4-GIcNAc-R y sus analogos sialilados estan fucosilados en un conjugado peptidico de la
invencion. Los expertos en la técnica entenderan, que el material de partida puede contener restos aceptores
glicosilados (por ejemplo, restos Gal $1,4-GIlcNAc-R fucosilados). En consecuencia, el porcentaje de glicosilacion
calculado incluira restos aceptores que son glicosilada por los métodos de la invencién, asi como los restos
aceptores ya glicosilados en el material de partida.

El término “sustancialmente” en las definiciones anteriores de “sustancialmente uniforme” generalmente significa al
menos aproximadamente 40%, al menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 80%, o con mas
preferencia al menos aproximadamente 90%, y aun con mas preferencia al menos aproximadamente 95% de los
restos aceptores para una glicosiltransferasa particular estan glicosilados.

Cuando los grupos sustituyentes se especifican con sus férmulas quimicas convencionales, escritas de izquierda a
derecha, igualmente abarcan los sustituyentes quimicamente idénticos, que pueden resultar de la estructura de
derecha a izquierda, por ejemplo, —-CH,O- se considera que también nombra -OCH..

El término “alquilo” por si mismo o como parte de otro sustituyente significa, a menos que se indique lo contrario, una
cadena lineal o ramificada, o radical hidrocarbonado ciclico, o combinacién de estos, que puede estar
completamente saturado, mono— o poliinsaturado y puede incluir radicales di— y multivalentes, que tienen el nimero
de atomos de carbono designados (es decir, C1-C10 significa uno a diez carbonos). Los ejemplos de radicales
hidrocarbonatos saturados incluyen, pero sin limitacion, grupos tales como metilo, etilo, n—propilo, isopropilo, n—
butilo, t-butilo, isobutilo, sec—butilo, ciclohexilo, (ciclohexil)metilo, ciclopropilmetilo, homdlogos e isémeros de, por
ejemplo, n—pentilo, n—hexilo, nheptilo, n—octilo, y similares. Un grupo alquilo insaturado es uno que tiene uno o mas
enlaces dobles o enlaces triples. Los ejemplos de grupos alquilo insaturados incluyen, pero sin limitacion, vinilo, 2—
propenilo, crotilo, 2—isopentenilo, 2—(butadienilo), 2,4—pentadienilo, 3—(1,4—pentadienilo), etinilo, 1— y 3—propinilo, 3—
butinilo, y los homélogos e isémeros superiores. El término “alquilo”, a menos que se indique lo contrario, también
significa que incluye los derivados de alquilo definidos con mayor detalle a continuacion, tales como “heteroalquilo”.
Los grupos alquilo que se limitan a los grupos hidrocarbonatos se denominan como “homoalquilo”.

El término “alquileno” por si mismo o como parte de otro sustituyente significa un radical divalente derivado de un
alcano, como se ejemplifica, pero sin limitacion, por -CH,CH,CH,CH,—, y también incluye los grupos descriptos a
continuacion como “heteroalquileno”. Normalmente, un grupo alquilo (o alquileno) tendra de 1 a 24 atomos de
carbono, en la presente invencion se prefieren los grupos que tienen 10 o menos atomos de carbono. Un “alquilo
inferior” o “alquileno inferior” es una de grupo alquilo o alquileno de cadena mas corta, en general que tiene ocho o
menos atomos de carbono.

w

Los términos “alcoxi”, “alquilamino” y “alquiltio” (o tioalcoxi) se usan en sui sentido convencional, y se refieren a los
grupos alquilo unidos al resto de la molécula por medio de un atomo de oxigeno, un grupo amino, o0 un atomo de
azufre, respectivamente.

El término “heteroalquilo” por si mismo o en combinaciéon con otro término significa, a menos que se indique lo
contrario, una cadena lineal o ramificada estable, o radical hidrocarbonado ciclico, o0 combinaciones de estos, que
consiste en el numero indicado de atomos de carbono y al menos un heteroatomo seleccionado del grupo que
consiste en O, N, Siy S, y donde los atomos de nitrégeno y azufre se pueden oxidar opcionalmente y el heteroatomo
de nitrogeno puede estar opcionalmente cuaternizado. Los heteroatomos O, Ny S y Si se pueden colocar en
cualquier posicién interior del grupo heteroalquilo o en la posicién en que el grupo alquilo se une al resto de la
molécula. Los ejemplos incluyen, pero sin limitacion, —-CH,—CH,—O—-CH3s, —-CH,—CH>;—NH-CH3, —CH>—CH>—N(CH3)—
CHs, — CH;-S-CH>—CH3, —CH>—CH,, —S(0O)-CH3, —CH>—CH>-S(0)>—CHs, —CH=CH-O-CHas, —Si(CHz3)3, —CH2>—
CH=N-OCHj3;, y -CH=CH-N(CH3)—CHs;. Hasta dos heteroatomos pueden ser consecutivos, tales como, por ejemplo,
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—CH2—NH-OCH3 y -CH>—0-Si(CH3)s. De modo similar, el término “heteroalquileno” por si mismo o como parte de
otro sustituyente significa un radical divalente derivado de heteroalquilo, como se ejemplifica, pero sin limitacion con,
—CH,—CH>-S-CH,—CH>— y -CH>—-S-CH,—CH>-NH-CH,—. Para los grupos heteroalquileno, los heteroatomos
también puede ocupar uno o ambos extremos de la cadena (por ejemplo, alquilenoxi, alquilenodioxi, alquilenamino,
alquilendiamino, y similares). Ain mas, en los grupos de union alquileno y heteroalquileno, ninguna orientacion del
grupo de unién esta implicada en la direccion en que se escribe la formula del grupo de unién. Por ejemplo, la
formula -C(O)2R"- representa -C(0);R'- y -R*C(O),-.

Los términos “cicloalquilo” y “heterocicloalquilo”, por si mismos 0 en combinacién con otros términos representan, a
menos que se indique lo contrario, versiones ciclicas de “alquilo” y “heteroalquilo”, respectivamente. En forma
adicional, para el heterocicloalquilo, un heteroatomo puede ocupar la posicidon en que el heterociclo se une al resto
de la molécula. Los ejemplos de cicloalquilo incluyen, pero sin limitacion, ciclopentilo, ciclohexilo, 1—ciclohexenilo, 3—
ciclohexenilo, cicloheptilo, y similares. Los ejemplos de heterocicloalquilo incluyen, pero sin limitacion, 1 -(1,2,5,6—
tetrahidropiridilo), 1—piperidinilo, 2—piperidinilo, 3—piperidinilo, 4—morfolinilo, 3—morfolinilo, tetrahidrofuran—2—ilo,
tetrahidrofuran—3—ilo, tetrahidrotien—2—ilo, tetrahidrotien—3—ilo, 1-piperazinilo, 2—piperazinilo, y similares.

Los términos “halo” o “halégeno” por si mismos o como parte de otro sustituyente, significa, a menos que se indique
lo contrario, un atomo de fltor, cloro, bromo o yodo. Adicionalmente, los términos tales como “haloalquilo” significan
que incluyen monohaloalquilo y polihaloalquilo. Por ejemplo, el término “haloalquilo (C1-C4)” significa que incluyen
pero sin limitacion, trifluorometilo, 2,2,2-trifluoroetilo, 4—clorobutilo, 3—bromopropilo, y similares.

El término “arilo” significa, a menos que se indique lo contrario, un sustituyente aromatico, poliinsaturado que puede
ser un anillo Unico o mdltiples anillos (con preferencia de 1 a 3 anillos), que se fusionan entre si o se ligan de modo
covalente. El término “heteroarilo” se refiere a los grupos arilo (o anillos) que contienen de uno a cuatro
heteroatomos seleccionados de N, O, y S, donde los atomos de nitrégeno y azufre estan opcionalmente oxidados, y
los atomos de nitrégeno estan opcionalmente cuaternizados. Un grupo heteroarilo se puede unir al resto de la
molécula a través de un heteroatomo. Los ejemplos no limitantes de arilo y heteroarilo incluyen fenilo, 1-naftilo, 2—
naftilo, 1—pirrolilo, 2—pirrolilo, 3—pirrolilo, 3—pirazolilo, 2—-imidazolilo, 4—imidazolilo, pirazinilo, 2—oxazolilo, 4—oxazolilo,
2—fenil-4—oxazolilo, 5-oxazolilo, 3-isoxazolilo, 4-isoxazolilo, 5-isoxazolilo, 2— tiazolilo, 4-tiazolilo, 5-tiazolilo, 2—
furilo, 3—furilo, 2-thienilo, 3-thienilo, 2—piridilo, 3— piridilo, 4—piridilo, 2—pirimidilo, 4—pirimidilo, 5—benzotiazolilo,
purinilo, 2—-benzimidazolilo, 5—indolilo, 1-isoquinolilo, 5-isoquinolilo, 2—quinoxalinilo, 5—quinoxalinilo, 3—quinolilo,
tetrazolilo, berizo[b]furanilo, benzo[b]tienilo, 2,3— dihidrobenzo[1,4]dioxin—6—ilo, benzo[1,3]dioxo1-5-ilo y 6—quinolilo.
Los sustituyentes para cada uno de los sistemas anulares arilo y heteroarilo mencionados anteriormente se
seleccionan del grupo de los sustituyentes aceptables que se describen a continuacion.

Para abreviar, el término “arilo” cuando se usa en combinacién con otros términos (por ejemplo, ariloxi, ariltioxi,
arilalquilo) incluye anillos arilo y heteroarilo definidos anteriormente. En consecuencia, el término “arilalquilo” significa
que incluye los radicales en que el grupo arilo estd unido a un grupo alquilo (por ejemplo, bencilo, fenetilo,
piridilmetilo y similares) que incluyen los grupos alquilo en que un atomo de carbono (por ejemplo, un grupo
metileno) ha sido reemplazado, por ejemplo, por un atomo de oxigeno (por ejemplo, fenoximetilo, 2—piridiloximetilo,
3—(1-naftiloxi)propilo, y similares).

Cada uno de los término anteriores (por ejemplo, “alquilo”, “heteroalquilo”, “arilo” y “heteroarilo”) significa que incluye
las formas sustituidas y no sustituidas del radical indicado. Los sustituyentes preferidos para cada tipo de radical se
proporcionan a continuacion.

Los sustituyentes para los radicales alquilo y heteroalquilo (que incluyen los grupos a menudo denominados como
alquileno, alquenilo, heteroalquileno, heteroalquenilo, alquinilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, cicloalquenilo, y
heterocicloalquenilo) se denominan genéricamente como “sustituyentes del grupo alquilo” y pueden ser uno 0 mas
de una variedad de grupos seleccionados de, pero sin limitacion —OR', =0, =NR', =N-0', -NR'R”, —-SR', —halégeno, —
SIR'R"R™, —OC(O)R', —C(O)R', —CO2R’', —CONR'R”, —OC(O)NR'R”, -NR"C(O)R', -NR'-C(O)NR"R™, -NR"C(O)zR', —
NR-C(NR'R"R“)-NR", -NR-C(NR'R")=NR", —=S(O)R', =S(0)2R’, =S(0):NR'R”, -NRSO;R’, -CN y —NO; en nimero
gue varia de cero a (2m'+1), donde m' es el nimero total de atomos de carbono en tal radical. R', R”, R" y R*' con
preferencia se refieren de modo independiente a hidrégeno, heteroalquilo sustituido o no sustituido, arilo sustituido o
no sustituido, por ejemplo, arilo sustituido con 1-3 halégenos, alquilo sustituido o no sustituido, grupos alcoxi o
tioalcoxi o grupos arilalquilo. Cuando un compuesto de la invencion incluye uno o0 mas de un grupo R, por ejemplo,
cada uno de los grupos R se selecciona de modo independiente como cada grupos R', R, R* y R™ cuando uno o
mas de estos grupos esta presente. Cuando R'y R” se unen al mismo atomo de nitrégeno, se pueden combinar con
el atomo de nitrogeno para formar un anillo de 5, 6 6 7 miembros. Por ejemplo, —-NR'R” significa que incluye, pero sin
limitacion, 1—pirrolidinilo y 4-morfolinilo. A partir de la discusion anterior de los sustituyentes, los expertos en la
técnica entenderan que el término “alquilo” significa que incluye grupos que incluyen atomos de carbono unidos a
grupos diferentes de los grupos hidrégeno, tales como haloalquilo (por ejemplo, —CFs y -CH2CF3) y acilo (por
ejemplo, —C(O)CHgs, —C(O)CF3, —C(O)CH,0OCHj3, y similares).

De modo similar a los sustituyentes descriptos para el radical alquilo, los sustituyentes para los grupos arilo y
heteroarilo se denominan genéricamente como “sustituyentes del grupo arilo”. Los sustituyentes se seleccionan de,
por ejemplo: halégeno, —0O', =0, =NR', =N-0O', -NR'R”, —SR', —haldégeno, -SiR'R"R™, —-OC(O)R’, —C(O)R', —-CO;R’, —
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CONR'R”, — OC(O)NR'R”, -NR"C(O)R, -NR-C(O)NR"R™, —-NR’C(O):R’, -NRC(NR'R’R™)=NR™, —-NR-
C(NR'R")=NR", —=S(O)R’, —=S(0)2R’, —S(0).NR'R”, -NRSO2R', —CN y -NO2, —R', —N3, —CH(F)2, fluoro(alcoxi (C1-C4),
y fluoroalquilo (C1-C4), en un nimero que varia de cero al nimero total de valencias abiertas en el sistema anular
aromatico y donde R', R”, R" y R™ con preferencia se seleccionan de modo independiente de hidrégeno, alquilo
sustituido o no sustituido, heteroalquilo sustituido o no sustituido, arilo sustituido o no sustituido y heteroarilo
sustituido o no sustituido. Cuando un compuesto de la invencién incluye mas de un grupo R, por ejemplo, cada uno
de los grupos R se selecciona de modo independiente como cada uno de los grupos R', R”, R™ y R™ cuando mas de
uno de estos grupos estd presente. En el esquema siguiente, el simbolo X representa “R” como se describid
anteriormente.

Dos de los sustituyentes en atomos adyacentes del anillo arilo o heteroarilo opcionalmente se pueden reemplazar
con un sustituyente de la férmula -T-C(O)—(CRR")q—U—, donde T y U son de modo independiente -NR—, —-O—, —
CRR'- 0 un enlace simple y g es un nimero entero de 0 a 3. En forma alternativa, dos de los sustituyentes en los
atomos adyacentes del anillo arilo o heteroarilo opcionalmente pueden estar reemplazados con un sustituyente de la
férmula - A—(CHz)r-B—, donde A y B son de modo independiente -CRR'-, —-O—, -NR—, —S—, —-S(0)—, —=S(0)>—, —
S(0O)2NR'- o0 un enlace simple, y r es un nimero entero de 1 a 4. Uno de los enlaces simples del nuevo anillo asi
formado se pueden reemplazar opcionalmente con un enlace doble. En forma alternativa, dos de los sustituyentes
en los atomos adyacentes del anillo arilo o heteroarilo se pueden reemplazar opcionalmente con un sustituyente de
la férmula -(CRR"),—X—(CR"R")d—, donde s y d son de modo independiente nimeros enteros de 0 a 3,y X es -O—, —
NR'-, =S—, —S(0)—, —=S(0).—, 0 -S(0)2NR'-. Los sustituyentes R, R', R” y R™ con preferencia se seleccionan de modo
independiente de hidrégeno o alquilo (C1-C6) sustituido o no sustituido.

Como se usa en la presente, el término “heteroatomo” significa que incluye oxigeno (O), nitrégeno (N), azufre (S) y
silicio (Si).

Introduccién

La presente invencién abarca un método para la modificacion de la estructura de glicano en el G-CSF. G-CSF es
bien conocido en la técnica como una citoquina producida por células T activadas, macréfagos, células endoteliales
y fibroblastos estromales. G-CSF actla principalmente en la médula 6sea para aumentar la produccion de leucocitos
inflamatorios, y también funciona como una hormona endocrina para iniciar la reposicion de los neutréfilos que se
consumen durante las funciones inflamatorias. G-CSF también tiene aplicaciones clinicas en el reemplazo de
médula 6sea después de la quimioterapia.

La presente invencion proporciona un conjugado del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF). La
invencion proporciona conjugados de péptidos glicosilados y no glicosilados que tienen actividad estimulante de las
colonias de granulocitos. Los conjugados ademas se pueden modificar por la conjugacién posterior con diversas
especies tales como residuos de diagnostico, residuos de direccionamiento y similares.

La presente invencion incluye ademas un método para la remodelacion y/o modificacion de G-CSF. G-CSF es una
herramienta valiosa en el tratamiento de numerosas enfermedades, pero como se ha indicado, su eficacia clinica se
ha visto obstaculizado por su farmacocinética relativamente mala.

Un péptido G-CSF de la invencion se puede administrar a los pacientes para el propuesto de prevencion de la
infeccion en pacientes con cancer sometidos a ciertos tipos de terapia de radiacion, quimioterapia, y trasplantes de
médula dsea, para movilizar las células progenitoras para la recoleccién en los trasplantes de células progenitoras
de sangre periférica, para el tratamiento de la leucopenia relativa o crénica grave, independientemente de la causa,
y para respaldar el tratamiento de pacientes con leucemia mieloide aguda. Ademas, el conjugado de polipéptido o
composicion de la invencién se pueden usar para el tratamiento del SIDA u otras enfermedades de
inmunodeficiencia, asi como infecciones bacterianas.

G-CSF se ha clonado y secuenciado. En una realizacion ilustrativa, el G-CSF tiene una secuencia de aminoacidos
de acuerdo con la SEQ ID NO:

En consecuencia, la presente invencién ademas abarca las variantes de G—-CSF, como es bien conocido en la
técnica. A modo de ejemplo, se ha descripto una variante de G-CSF en la patente US N.° 6.166.183, en que se
describe un G-CSF que comprende el complemento natural de los residuos de lisina y ademas se une a una o dos
moléculas de polietilenglicol. Adicionalmente, las patentes US Nros. 6.004.548, 5.580.755, 5.582.823 y 5.676.941
describe una variante de G-CSF en que uno o mas de los residuos de cisteina de la posicion 17, 36, 42, 64,y 74 se
reemplazan con alanina o de modo alternativo serina. La patente US N.° 5.416.195 describe una molécula de G-
CSF en que la cisteina de la posicién 17, el acido aspartico de la posicidn 27, y las serinas de las posiciones 65y 66
estan sustituidas con serina, serina, prolina, y prolina, respectivamente. Otras variantes son bien conocidas en la
técnica y se describen en, por ejemplo, la patente US N.° 5.399.345. Otra variantes mas tienen un aminoacido
seleccionado de las SEQ ID Nos:3-11.

La expresion y la actividad de una molécula de G-CSF modificado de la presente invencidon se pueden ensayar
usando métodos bien conocidos en la técnica, y como se describe en, por ejemplo, la patente US N.° 4.810.643.
Como un ejemplo, la actividad puede medirse usando ensayos de captacion de timidina radiomarcada. En resumen,
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la médula 6sea humana de donantes sanos se somete a un corte de densidad con Ficoll-Hypaque (1,077 g /ml,
Pharmacia, Piscataway, NJ) y las células de baja densidad se suspenden en medio de Iscove (GIBCO, La Jolla, CA)
gue contiene 10% de suero fetal bovino, glutamina y antibiéticos. Aproximadamente 2 x 10* células de la médula
6sea humana se incuban con medio de control o el G-CSF o la presente invencion en placas de fondo plano de 96
pocillos a aproximadamente 37 'C en 5% de CO- en aire durante aproximadamente 2 dias. Los cultivos luego se
pulsan durante aproximadamente 4 horas con 0,51 pCi/pocillo de *H timidina (New England Nuclear, Boston, MA) y
la absorcidon se mide como se describe en, por ejemplo, Ventua, et al. (1983, Blood 61:781). Un aumento en “H-
timidina en las células de médula 6sea humana en comparacion con las células de médula 6sea tratadas con un
compuesto de control es una indicacion de un compuesto G-CSF activo.

Como se discutié anteriormente, los conjugados de la invencién se forman por la unién enzimatica de un azucar
modificado al péptido G- CSF glicosilado o no glicosilado. El aziicar modificado, cuando se interpone entre el G-CSF
péptido y el grupo de modificacion en el azlcar se convierte en lo que se puede denominar en la presente ejemplo,
como un “grupo de unién a glicosilo intacto”. Mediante el uso de la exquisita selectividad de las enzimas, tales como
glicosiltransferasas, el presente método proporciona péptidos que portan un grupo deseado en una o mas
ubicaciones especificas. Por lo tanto, de acuerdo con la presente invencion, un azucar modificado estad unido
directamente en un lugar seleccionado en la cadena de péptido G-CSF o, alternativamente, el azicar modificado se
afiade a un resto de carbohidrato de un glicopéptido. Los péptidos en los cuales los aztcares modificados se unen a
un carbohidrato del glicopéptido y directamente a un residuo de aminoacido del esqueleto del péptido de G-CSF
también estan dentro del alcance de la presente invencion.

En contraste con las conocidas estrategias de elaboracion de péptidos quimicos y enzimaticos, los métodos de la
invencion, hacen posible ensamblar péptidos y glicopéptidos que tienen un patrén de derivacion sustancialmente
homogéneo; las enzimas utilizadas en la invencion son generalmente selectivas para un residuo de aminoacido
particular o una combinacion de residuos de aminoacidos del péptido G-CSF. Los métodos también son practicos
para la produccién a gran escala de péptidos y glicopéptidos modificados. Por lo tanto, los métodos de la invencién
proporcionan un medio practico para la produccién en gran escala de glicopéptidos que tienen patrones de
derivacién uniformes preseleccionados. Los métodos son particularmente bien adecuados para la modificacion de
péptidos terapéuticos, incluyendo pero sin limitacién, glicopéptidos que estan glicosiladas en forma incompleta
durante la produccién en células de cultivo celular (por ejemplo, células de mamifero, células de insecto, células
vegetales, células fungicas, células de levadura, o células de procariotas) o plantas o animales transgénicos.

La presente invencion también proporciona conjugados de péptidos de G-CSF glicosilados y no glicosilados con una
mayor vida media terapéutica debido a, por ejemplo, la reduccién de la tasa de depuracion, o reduccion de la tasa de
absorcidon por el sistema inmunitario o reticuloendotelial (RES). Por otra parte, los métodos de la invencion
proporcionan un medio para enmascarar los determinantes antigénicos en los péptidos, de este modo se reduce o
elimina una respuesta inmunitaria del huésped contra el péptido. La unién selectiva de los agentes de
direccionamiento también se puede utilizar para dirigir un péptido a un receptor del tejido o superficie celular
particular que es especifica para el agente de direccionamiento particular.

Los conjugados

en un primer aspecto, la presente invencién proporciona un conjugado entre un grupo modificador seleccionado y un
péptido G-CSF.

La unién entre el péptido G-CSF y el resto seleccionado incluye un grupo de unién glicosilo intacto interpuesto entre
el péptido y el resto seleccionado. Como se describe en la presente, el resto seleccionado es esencialmente
cualquier especie que se puede unir a una unidad de sacarido, que produce un “azicar modificado” que es
reconocido por una enzima transferasa apropiada, que afiade el azlcar modificado en el péptido G-CSF. El
componente sacarido del aziicar modificado, cuando se interpone entre el péptido G-CSF y un resto seleccionado,
se convierte en un “grupo de unién glicosilo intacto”. El grupo de unién glicosilo se forma de algin mono- u
oligosacarido que, después de la modificacion con un resto seleccionado, es un sustrato para una transferasa
apropiada.

Los conjugados de la invencién se describen en las reivindicaciones y normalmente corresponderan a la estructura
general:
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en que los simbolos a, b, ¢, d y s representan un nimero entero positivo, distinto de cero; y t es 0 o un ndmero
entero positivo. El “agente” es normalmente un resto soluble en agua, por ejemplo, un resto de PEG. El ligador
puede ser puede ser alguno de una amplia variedad de grupos de unién, infra. Alternativamente, el ligador puede ser
un enlace simple o un “ligador de orden cero”.

En una realizacion ilustrativa, el grupo modificador seleccionado es un polimero soluble en agua, por ejemplo, m—
PEG. El polimero soluble en agua se une de modo covalente al péptido de G-CSF por medio de un grupo de union
glicosilo, que se une de modo covalente a un residuo de aminoacido o un residuo glicosilo del péptido G-CSF. La
invencién también proporciona conjugados en que un residuo de aminoacido y un residuo glicosilo se modifican con
un grupo de union glicosilo.

Un ejemplo de polimero soluble en agua es poli(etilenglicol), por ejemplo, metoxipoli(etilenglicol). T El
poli(etilenglicol) usado en la presente invencién no estéa restringido a ninglin rango de peso molecular.

El poli(etilenglicol o los conjugados de la invencién son un PEG ramificado que tiene mas de un resto PEG unido.
Los ejemplos de PEG ramificados se describen en la patente US N.° 5.932.462; patente US N.° 5.342.940; patente
US N.° 5.643.575; patente US N.° 5.919.455; patente US N.° 6.113.906; patente US N.° 5.183.660; WO 02/09766;
Kodera Y., Bioconjugate Chemistry 5: 283-288 (1994); y Yamasaki et al., Agric. Biol. Chem., 52: 2125-2127, 1998.
Las estructuras de PEG ramificadas de la invencién se describen en la presente.

En una realizacion ilustrativa el peso molecular de cada poli(etilenglicol) del PEG ramificado es igual o mayor que
aproximadamente 2.000, 5.000, 10.000, 15.000, 20.000, 40.000 o 60.000 daltons.

Los péptidos de la presente invencion incluyen al menos un sitio de glicosilacion unido a N u O. Ademas de
proporcionar los conjugados que se forman a través de un grupo de union glicosilo afiadido enzimaticamente, la
presente invencién proporciona conjugados que son muy homogéneos en sus patrones de sustitucién. Usando los
métodos de la invencién, es posible formar conjugados peptidicos en que todo esencialmente de los restos del
azucar modificado en toda una poblaciéon de conjugados de la invencion se unen a miiltiples copias de un residuo
aminoacido o glicosilo estructuralmente idéntico. En consecuencia, en un segundo aspecto, la invencién proporciona
un conjugado peptidico que tiene una poblacién de restos de polimero soluble en agua, que estan covalentemente
unidos al péptido G-CSF a través de un grupo de union glicosilo intacto. En un conjugado preferido de la invencién,
esencialmente cada miembro de la poblacién se une por medio del grupo de unién glicosilo a un residuo glicosilo del
péptido G-CSF, y cada residuo glicosilo del péptido G-CSF al que se fija el grupo de unién glicosilo tiene la misma
estructura.

También se proporciona un conjugado peptidico que tiene una poblacion de restos de polimero soluble en agua
unidos de forma covalente a este a través de un grupo de unién glicosilo. En una realizacion preferida,
esencialmente cada miembro de la poblacién de restos del polimero soluble en agua se une a un residuo de
aminoacido del péptido G—CSF por medio de un grupo de unién glicosilo, y cada residuo de aminoéacido que tiene un
grupo de unién glicosilo unido a este tiene la misma estructura.

También se describen los conjugados analogos a los descriptos anteriormente en que el péptido G-CSF se conjuga
a un residuo terapéutico, residuo diagndstico, residuo de direccionamiento, residuo de toxina o similares por medio
de un grupo de unién glicosilo intacto. Cada uno de los residuos mencionados anteriormente puede ser una
molécula pequefia, polimero natural (por ejemplo, polipéptido) o polimero sintético.

Esencialmente cualquier péptido o agente del factor estimulante de colonias de granulocitos, que tiene cualquier
secuencia, es de utilidad como componente de péptido de los conjugados de la presente invencién. El factor
estimulante de colonias de granulocitos se ha clonado y secuenciado. En una realizacion ilustrativa, el péptido G—
CSF tiene la secuencia presentada en la SEQ ID NO:1:

MTPLGPASSLPQSFLLKCLEQVRKIQGDGAALQEKL

CATYKLCHPEELVLLGHSLGIPWAPLSSCPSQALQLA

GCLSQLHSGLFLYQGLLQALEGISPELGPTLDTLQLD

VADFATTIWQQMEELGMAPALQPT QGAMPAFASAF

QRRAGGVLVASHLQSFLEVSYRVLRHLAQP (SEQ

ID NO: 1).

En otra realizacion ilustrativa, el péptido G—CSF tiene la secuencia presentada en la SEQ ID NO:2:
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TPLGPASSLPQSFLLKCLEQVRKIQGDGAALQEKLCA
TYKLCHPEELVLLGHSLGIPWAPLSSCPSQALQLAGC
LSQLHSGLFLYQGLLQALEGISPELGPTLDTLQLDVA
DFATTIWQQMEELGMAPALQPTQGAMPAFASAFQR
RAGGVLVASHLQSFLEVSYRVLRHLAQP (SEQ ID
NO: 2).

En otra realizacion ilustrativas, el péptido G-CSF tiene una secuencia presentada en las siguientes SEQ ID Nos:3—
11,

MTPLGPASSLPQSFLLKCLEQVRKIQGDGAALQEKL
VSECATYKLCHPEELVLLGHSLGIPWAPLSSCPSQAL
QLAGCLSQLHSGLFLYQGLLQALEGISPELGPTLDTL
QLDVADFATTIWQQMEELGMAPALQPTQGAMPAFA
SAFQRRAGGVLVASHLQSFLEVSYRVLRHLAQP
(SEQ ID NO:3)

MAGPATQSPMKLMALQLLLWHSALWTVQEATPLGP
ASSLPQSFLLKCLEQVRKIQGDGAALQEKLCATYKL
CHPEELVLLGHSLGIPWAPLSSCPSQALQLAGCLSQL
HSGLFLYQGLLQALEGISPELGPTLDTLQLDVADFAT

13
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TIWQQMEELGMAPALQPTQGAMPAFASAFQRRAGG
VLVASHLQSFLEVSYRVLRHLAQP (SEQ ID NO:4)

MAGPATQSPMKLMALQLLLWHSALWTVQEATPLGP
ASSLPQSFLLKCLEQVRKIQGDGAALQEKLVSECAT
YKLCHPEELVLLGHSLGIPWAPLSSCPSQALQLAGCL
SQLHSGLFLYQGLLQALEGISPELGPTLDTLQLDVAD
FATTIWQQMEELGMAPALQPTQGAMPAFASAFQRR
AGGVLVASHLQSFLEVSYRVLRHLAQP (SEQ ID

NO:5)

MVTPLGPASSLPQSFLLKCLEQVRKIQGDGAALQEK
LCATYKLCHPEELVLLGHTLGIPWAPLSSCPSQALQL
AGCLSQLHSGLFLYQGLLQALEGISPELGPTLDTLQL
DVADFATTIWQQMEELGMAPALQPTQGAMPAFASA
FQRRAGGVLVASHLQSFLEVSYRVLRHLAQP(SEQ
ID NO:6);

MTPLGPASSLPQSFLLKCLEQVRKIQGDGAALQEKL
CATYKLCHPEELVLLGHTLGIPWAPLSSCPSQALQLA
GCLSQLHSGLFLYQGLLQALEGISPELGPTLDTLQLD
VADFATTIWQQMEELGMAPALQPTQGAMPAFASAF
QRRAGGVLVASHLQSFLEVSYRVLRHLAQP(SEQ ID
NO:7): '

MVTPLGPASSLPQSFLLKCLEQVRKIQGDGAALQEK
LCATYKLCHPEELVLLGSSLGIPWAPLSSCPSQALQL
AGCLSQLHSGLFLYQGLLQALEGISPELGPTLDTLQL
DVADFATTIWQQMEELGMAPALQPTQGAMPAFASA
FQRRAGGVLVASHLQSFLEVSYRVLRHLAQP(SEQ
“TD NO:KRY: ’
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MQTPLGPASSLPQSFLLKCLEQVRKIQGDGAALQEK
LCATYKLCHPEELVLLGHSLGIPWAPLSSCPSQALQL
AGCLSQLHSGLFLYQGLLQALEGISPELGPTLDTLQL
DVADFATTIWQQMEELGMAPALQPTQGAMPAFASA
FQRRAGGVLVASHLQSFLEVSYRVLRHLAQP(SEQ
ID NO:9); ‘

MTPLGPASSLPQSFLLKCLEQVRKIQGDGAALQEKL
CATYKLCHPEELVLLGHSLGIPWAPLSSCPSQALQLA

 GCLSQLHSGLFLYQGLLQALEGISPELGPTLDTLQLD
VADFATTIWQQMEELGMAPALQPTQGAMPAFASAF
QRRAGGVLVASHLQSFLEVSYRVLRHLAQPTQGAM
P; (SEQ ID NO:10) ¢

MTPLGPASSLPQSFLLKCLEQVRKIQGDGAALQEKL

CATYKLCHPEELVLLGSSLGIPWAPLSSCPSQALQLA
GCLSQLHSGLFLYQGLLQALEGISPELGPTLDTLQLD
VADFATTIWQQMEELGMAPTTTPTQTAMPAFASAF

QRRAGGVLVASHLQSFLEVSYRVLRHLAQP(SEQ ID
NO:11)

En una realizacion ilustrativa, el péptido G-CSF de la invencion incluye al menos un sitio de glicosilacion unido a O,
gue esta glicosilado con un residuo glicosilo que incluye un resto de PEG. El PEG se une de modo covalente al
péptido G-CSF por medio de un grupo de union glicosilo intacto. El grupo de unién glicosilo se une de modo
covalente a un residuo de aminoacido o un residuo glicosilo del péptido G-CSF.

De modo alternativo, el grupo de unién glicosilo se une a una o0 mas unidades de glicosilo de un glicopéptido. La
invencion también proporciona conjugados en que el grupo de unién glicosilo se une a un residuo de aminoacido y
un residuo glicosilo.

El resto de PEG se une a un ligador glicosilo intacto en forma directa, o por medio de un ligador no glicosilo, por
ejemplo, alquilo sustituido o no sustituido, heteroalquilo sustituido o no sustituido.

El péptido G-CSF comprende un resto que tiene la férmula |

OH

HO
o—%
G—HN
OH

en que D es un miembro seleccionado de —OH y R'-L-HN—; G es un miembro seleccionado de R'-L— y —
C(O)alquilo (C1-C6); R' es un resto como se describe en las reivindicaciones y L es un ligador que es un miembro
seleccionado de un enlace, alquilo sustituido o no sustituido y heteroalquilo sustituido o no sustituido, de modo que
cuando D es OH, G es R'-L—, y cuando G es -C(O)alquilo (C1-C6), D es R'-L-NH-. En las estructuras de &cido
sialico modificado expuestas en la presente, COOH también representa COO' y/o una sal de esta.

En una realizacion, un R'-L tiene la formula:
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donde a es un numero entero de 0 a 20.

R! tiene una estructura gue es un miembro seleccionado de:

. §=—(CH,CH,O),CH, ; 3 / S—(CH,CH,0),CH,
NHC(O)CH,CH,(OCH,CH,)OCH, NHC(0)OCH,CH,(OCH,CH,},0CH,
Q 0
g s O—(CH,CH,0),CH, ; g o O—(CH,CH,0),CH,
NHC{O)CH,CH,(OCH,CH,),0CH, NHC{O)OCH,CH,(OCH,CH,),0CH,

donde e y f son nimeros enteros seleccionados de modo independiente de 1 a 2500; y q es un nimero entero de 1
a 20. R tiene una estructura gue es un miembro seleccionado de:
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HG(O)OCH,CHy(OCH;CHZOCH,

WNHC{O)CK;%:{WH&H}},@CH:

HC(O)CH,CH;(OCHZCH,;)OCH;.

QHCKG}CHQCH%O‘GH;!C”::IBOCHQ

NHC{Q)CH,CH,{OCH;CH;){CCH;

R
\n)\(\/}/\/\wmﬂ)lc HaCH{OCH,CHy)OCH,

NHC(O)OCH,CH;(OCH,CH,).0CH;

NHC(0)OCH,CH,{OCH,CHa)OCH;

\’H\tl)/\/\«ﬂmowcmca,(f)cre?cmwcag

donde e y f son nimeros enteros seleccionados de modo independiente de 1 a 2500; y g es un nimero entero de 1
a20.L

a invencion proporciona un péptido del conjugado G-CSF donde R! tiene una estructura que es un miembro
5  seleccionado de:
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g NHC{O)OCH;CH,{OCH,CH,)OCH,

NHGID]DCH;GH;{DEH:CH;}:DCH;

\H/\"J,\/\\‘HC{D}DC HCH;{OCH,CH,)OCH;
; y

NHC{Q)CH,CH3{OCH,CH,),OCH,
NHC(O}CHZCHI{DCHECHz]rDCHa

HC(Q)CH,CH,(OCH,CH,)/OCHs

donde e, f y f son nimeros enteros seleccionados de modo independiente de 1 a 2500; y g, q' y 9" son numeros
enteros seleccionados de modo independiente de 1 a 20.

En otra realizacion ilustrativa, la invencion proporciona un péptido que comprende un resto que tiene la formula:
OH

COOH
HO
O—Gal—g
G—HN
OH

Gal se puede unir a un aminoéacido o un residuo glicosilo que se une en forma directa o indirecta (por ejemplo, a
través de un residuo glicosilo) a un aminoéacido.

En otras realizaciones, el resto tiene la formula:
D
o COOH

O—--Gal-——GalNAc.—g
G-—HN

OH

10 El GalNac se puede unir a un aminodacido o un residuo glicosilo que se une en forma directa o indirecta (por ejemplo,
a través de un residuo glicosilo) a un aminoacido.

En otra realizacion ilustrativa mas el péptido comprende un resto de acuerdo con la férmula
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OH

0 COQH i

O~—Gal—GalNAc—AA

OH
donde AA es un residuo de aminoéacido de dicho péptido y, en cada una de las estructuras anteriores, D y G son
como se describen en la presente.

Un ejemplo de residuo de aminoacido del péptido G-CSF en que se puede conjugar una o mas de las especies
anteriores se incluyen serina y treonina, por ejemplo, treonina 133 de la SEQ ID NO.: I.

En otra realizacion ilustrativa, la invencion proporciona un conjugado de G—CSF que incluye un residuo glicosilo que
tiene la formula:

- (quc)‘ mn/([GlcNAo(Gal)a]c- (Sia) - (R), ].
g“"}ﬁA CleNAC-GIoNAcMarf LOIeNAC(Gal) ]~ (Sia),- (R), ),
- 1 _([GIcNAc-(Gal) },- (Sia)= (R), ]

d
A ([GleNAc-(Gal),],- (Sia),- (R),)

donde a, b, ¢, d, i, , s, t, y u son nimeros enteros seleccionados de modo independiente de 0 y 1.

El indice g es 1. Los indices e, f, g, y h se seleccionan de modo independiente de los nimeros enteros de 0 a 6. Los
indices j, k, I, y m se seleccionan de modo independiente de los niumeros enteros de 0 y 100. Los indices v, w, X, e y
se seleccionan de modo independiente de 0 y I, y al menos uno de v, w, x e y es 1. El simbolo AA representa un
residuo de aminoacido del péptido G-CSF.

El simbolo Sia—(R) representa un grupo que tiene la formula:

HO

’

OH
§—o
NH-G
OH
donde D se selecciona de —OH y R'-L-HN-. El simbolo G se representa R'-L— 0 —C(O)alquilo (C1-C6). R*
representa un resto como se describe en las reivindicaciones y L es un ligador which es un miembro seleccionado

de un enlace, alquilo sustituido o no sustituido y heteroalquilo sustituido o no sustituido. En general, cuando D es
OH, G es R'-L—, y cuando G es -C(O)alquilo (C1-C6), D es R'~L-NH-.

En otra realizacion ilustrativa, el resto de acido sialico modificado con PEG en el conjugado de la invencion tiene la
formula:
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HOW,C

en que el indice “s” representa un nimero entero de 0 a 20, y n es un nimero entero de 1 a 2500. En una realizacién
preferida, s es igual a 1 y el resto de PEG-m tiene un peso molecular de aproximadamente 20 kD.

En una realizacion preferida, al menos dos, con mas preferencia tres, con mas preferencia cuatro de los residuos de
asparagina mencionados anteriormente estan funcionalizados con la cadena de glicano unida a N que se mostrd
anteriormente.

Los conjugados de la invencion incluyen grupos de unién glicosilo intactos que son mono o multivalentes (por
ejemplo, estructuras antenarias). En consecuencia, los conjugados de la invencion incluyen ambas especies en las
que un resto seleccionado se une a un péptido por medio de un grupo de unién glicosilo monovalente y un grupo de
union multivalente. También se incluye dentro de la invencién son conjugados en los que mas de un resto
seleccionado se une a un péptido por medio de un grupo de uniéon multivalente.

Azlcares modificados

La presente invencion proporciona azlcares modificados, nucléotidos de azucar modificado y conjugados de los
azucares modificados. En los compuestos de azlGcar modificado de la invencion, el resto azlicar con preferencia es
un sacarido, a desoxi—sacarido, un aminosacarido, o un N-acil sacarido. El término “sacarido” y sus equivalentes,
“sacarilo”, “azlcar” y “glicosilo” se refieren a monémeros, dimeros, oligémeros y polimeros. El resto azlcar también
se funcionaliza con un grupo modificador. El grupo modificador se conjuga al resto azlcar, normalmente, a través de
la conjugacion con una amina, sulfhidrilo o hidroxilo, por ejemplo, hidroxilo primario, resto del azlUcar. En una
realizacion ilustrativa, el grupo modificador se une a través de un resto amina del azucar, por ejemplo, a través de
una amida, un uretano o una urea que se forma a través de la reaccion de la amina con un derivado reactivo del
grupo modificador.

Cualquier azucar se puede utilizar en el nicleo de azicar de los conjugados de la invencién. Los ejemplos de
nucleos de azlcar que son (tiles en la formacion de las composiciones de la invencion incluyen, pero sin limitacién,
glucosa, galactosa, manosa, fucosa, y acido sialico. Otros azlcares Utiles incluyen amino azlcares tales como
glucosamina, galactosamina, manosamina, el analogo de 5-amina de &cido sialico y similares. El nucleo de azucar
puede ser una estructura hallada en la naturaleza o se puede modificar para proporcionar un sitio para la
conjugacion del grupo modificador. Por ejemplo, en una realizacién, la invencion proporciona un conjugado peptidico
que comprende un derivado de &cido sidlico en que el resto 9-hidroxi se reemplaza con una amina. La amina se
derivativa facilmente con un analogo activado de un grupo modificador seleccionado.

En la siguiente descripcién la invencién se ilustra con referencia al uso de los derivados seleccionados de acido
sidlico. Los expertos en la técnica reconoceran que el centro de la descripcion es para clarificar la ilustracién y que
las estructuras y composiciones expuestas son generalmente aplicables en todo el género de los grupos sacaridos,
grupos sacaridos modificados, grupos sacarido modificados activados y conjugados de grupos sacarido modificados.

En una realizacion ilustrativa, la invencion proporciona un conjugado peptidico que comprende un amino azlcar
modificado que tiene la férmula:

NH—L—R'

en que G es un resto glicosilo, L es un enlace o un ligador y R'es el grupo modificador. Los enlaces ilustrativos son
los que forman entre un NH; del resto glicosilo y un grupo de reactividad complementaria del grupo modificador. En
consecuencia, los ejemplos de enlaces incluyen, pero sin limitacion NHR®, OR! SR’ y similares. Por ejemplo,
cuando R* incluye un resto de acido, este resto se puede activar y acoplar con un resto NH; en el residuo glicosilo
que proporciona un enlace que tiene la estructura NHC(O)Rl. De modo similar, los grupos OH y SH se pueden
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convertir en los correspondientes derivados éter o tioéter, respectivamente.

Los ejemplos de ligadores incluyen restos alquilo y heteroalquilo. Los ligadores incluyen grupos de unién, por
ejemplo grupos de unién basados en acilo, por ejemplo, —C(O)NH—, —OC(O)NH—,— y similares. Los grupos de unién
son enlaces formados entre los componentes de las especies de la invencion, por ejemplo, entre el resto glicosilo y
el ligador (L), o entre el ligador y el grupo modificador (Rl). Otros grupos de union son éteres, tioéteres y aminas. Por
ejemplo, en una realizacion, el ligador es un residuo de aminoéacido, tales como un residuo de glicina. El resto de
acido carboxilico de la glicina se convierte a la correspondiente amida por la reacciéon con una amina en el residuo
glicosilo, y la amina de la glicina se convierte a la correspondiente amida o uretano por la reaccién con un acido
carboxilico activado o carbonato del grupo modificador.

Otro ejemplo de ligador es un resto de PEG o resto de PEG que esta funcionalizado con un residuo de aminoacido.
El PEG se une al grupo glicosilo a través del residuo del aminoacido en un extremo terminal PEG y se une al R'a
través del otro extremo terminal PEG. De modo alternativo, el residuo del aminoacido se une al R* y el extremo
terminal del PEG no unido al aminoéacido se une al grupo glicosilo.

Un ejemplo de especie para NH-L-R' tiene la formula:

—NH(C(O)CHz)aNH)S{C(O)(CH2)OCH2CH2)CO(CH2)dNH}tRl, en que los indice s y t son de modo independiente 0 o 1.
Los indices a, b y d son de modo independiente nimeros enteros de 0 a 20, y ¢ es un nimero entero de 1 a 2500.
Otros ligadores similares se basan en las especies en que el resto -NH se reemplaza con, por ejemplo, -S, -O y -
CHoa.

Mas particularmente, la invencion proporciona un conjugado peptidico que comprende los compuestos en que NH—
L-R'es:

NHC(0)(CH2)aNHC(0)(CH2)o(OCH2CH2):O(CH2)sNHR?, NHC(0)(CH2)o(OCH2CH2):O(CH2)sNHR?,
NHC(0)O(CHz)b(OCH2CH,)cO(CH2)dNHR?, NH(CH2)aNHC(0)(CH2)b(OCH2CH2).0(CH2)dNHR?, NHC(O)(CHz)aNHR?,

NH(CHz)aNHRl, y NHR'. En estas formulas, los indices a, b y d se seleccionan de modo independiente de los
numeros enteros de 0 a 20, con preferencia de 1 a 5. El indice ¢ es un nimero entero de 1 a 2500.

En una realizacion ilustrativa, G es acido sialico y los compuestos seleccionados de la invencion tienen las formulas:

HOOG Q HOHICH| OH)GHOH
HOOC, CHOHCHIOH)CHOH MO
HO
RHC{OHCH ) NHR"
INHC{O)(C Hy NHE 0} TH O EH,CHy) O(CH;) NHR' O
OH
HOOC Q CH{DHICH{OHICH,OH
HO 0 CH{OH)CHIOH)CH,OH HO
HO
MH{GH, ), NHR"
NHCIOHCH ) NG DI CH  {OCHCHy ) O, i NHR &h
oM
HOQC @ CHOHICHIOHICHOH HOO o HIOHICH{OH JCH,OH
HO Mo
HHICH, ) NHC{OIO{C Haly [OCHECH, L OICH) NHR! WHGIDHCH )l OCH G OUCH) !
OH ) OH
HD a CHIOH)CHIOH)CHOH
HOOC a CHIOHCHIOH] CH, OH Ho
Y
NIHE (0 D{CH L (DCHLEH,), O(CH
N H OIS ol D6 H TH ) O H 1 MHET OH
oK ’
HOOG CHITHICHOHCH,OH
HO
¥ MFR

OH

21



ES 2422 187 T3

En otra realizacion ilustrativa, un resto hidroxilo primario del azlicar esta funcionalizado con el grupo modificador. Por
ejemplo, el 9-hidroxilo del acido sialico se puede convertir a la amina correspondiente y funcionalizar para
proporcionar un compuesto de acuerdo con la invencion. Las férmulas de acuerdo con esta realizacion incluyen:

HOOC CHIOHICR{CHICHLNHGIOHC ) NHEIOHCH bl OCH,CH,) (O{CH ) NHR'
HQ

NHGIO)CH,y

HOOGC CHIGHICH{OH)CHaNHC(0){CH 5} NHC{010{ CH, )y (OCH,CH,) O CH ) NHR'
HO
NHC{O)CH,
OH
HODC O CH{OHICH{OH)CH MM{ C ) NHC(OIOIC H, 1, (OCH, CH,) O{CH ) NMR

HO

X

NHCOICH,
O
HEOS o CHIOH)CH{OHJCH,NHT{0){CH,) NHR' HOOC 0 CHIOH)CHIOHICH;NHICH,),NHR'
HO ho
{'INIICK})CH, : TNHGIONCH,
SH OH
HOOC ) CHIOHICHIDHICH,NHC{0}CH, 3 OC H,CH, ) C{CH,)NHR' ;
wo” \|/:
NHC{O}CH, HOOC (s} CH{OH)CH{OH)ICH NHR!
OH - o™
HOOC o CHOMICHIONICH,NHE (O)O(CH,),(OCH, CH, ) O(CH,) NHR NHC{OICH,
HO :

NHC(OYCH,

=}
p:

QH . T

5 También se describe un conjugado peptidico que comprende azucares modificados en los que la posicion 6—
hidroxilo se convierte en el resto amina correspondiente, que porta un casete de ligador—grupo modificador tal como
los que expusieron anteriormente. Los ejemplos de grupos sacarilo que se pueden usar como el nlcleo de estos
azUcares modificados incluyen Gal, GalNAc, Glc, GIcNAc, Fuc, Xil, Man, y similares. Un azlcar modificado
representativo de acuerdo con esta estructura tiene la formula:

Rﬂ-

R3

R* R7

10 | R®

en que R*-R®y R’ son miembros seleccionados de modo independiente de H, OH, C(O)CHs, NH, y NHC(O)CHs, R®
es OR', NHR" o NH-L-R*, que es como se describi6 anteriormente.

También se describen conjugados basados en manosa, galactosa o glucosa, o en especies que tienen la
estereoquimica de manosa, galactosa o glucosa. Las férmulas generales de estos conjugados son:
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R‘a'llll" OH

V 3
. R4 %’nﬁ

R OH

R‘ R! B

En otra realizacion ilustrativa, la invenciéon proporciona compuestos expuestos anteriormente que se activan como
los correspondientes azlcares de nucledtidos. Los ejemplos de azlcares de nucledtidos que se usan en la presente
invencion en su forma modificada incluyen mono—, di— o trifosfatos de nucleétido o analogos de estos. En una
realizacién preferida, el nucleétido de azucar modificado se selecciona de un UDP—glic6sido, CMP—glicésido, o un
GDP—glicésido. Aun con mas preferencia, la porcion de nucleétido del azdcar del nucleétido de aziicar modificado es
CMP-&cido sidlico. En una realizacion ilustrativa, el fosfato de nucleétido se une al C-1.

En consecuencia, en una realizacion ilustrativa en que el resto glicosilo es acido sialico, la invencién proporciona
conjugados peptidicos que se forman usando los compuestos que tienen las formulas:

fal CHOHCHION C MO

R y
H,,u._<==\ & A o (—n J
N—-ﬁ OH
OH

H HIOHICHIOHICHMH—"—R"

W i
H,u__PN & m“‘\of'\b NHCO)CH, ‘

en que L-R' es como se describié anteriormente, y L1-R represente un ligador unido al grupo modificador. De
modo similar a L, las especies de ligador ilustrativas de acuerdo con L1 incluyen un enlace, restos alquilo o
heteroalquilo. Los ejemplos de compuestos de nucleétidos de azicar modificado de acuerdo con estas realizaciones
se exponenenla FIG. 1y FIG. 2.

En otra realizacion ilustrativa, la invencion proporciona un conjugado formado entre un azdcar modificado de la
invencién y un sustrato, por ejemplo, un péptido, lipido, aglicona, etc., mas particularmente entre un azucar
modificado y un residuo glicosilo de un glicopéptido o un glicolipido. En esta realizacidn, el resto azlcar del azUcar
modificado es un grupo de unién glicosilo interpuesto entre el sustrato y el grupo modificador. Un ejemplo del grupo
de unidn glicosilo es un grupo de uniodn glicosilo intacto, en que el resto o restos de glicosilo que forman el grupo de
unién no son degradados por procesos quimicos (por ejemplo, metaperyodato de sodio) o enzimaticos (por ejemplo,
oxidasa). Los conjugados seleccionados de la invencion incluyen un grupo modificador que se une al resto amina de
un amino-sacarido, por ejemplo, manosamina, glucosamina, galactosamina, acido sialico etc. El ejemplo del casete
del grupo modificador—grupo de unién glicosilo intacto de acuerdo con este motivo se basa en una estructura de
acido sialico, tal como que tiene las formulas:
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OH
RI—Lt—HN

HO
o—%
¥ CH4(0)CNH
OH

En las férmulas anteriores, Rl, L1y L2 son como se describieron anteriormente.

También se describen los conjugados formados entre un sustrato y la posicion 1 de un resto sacarilo que en el grupo
modificador se une a través de un ligador en la posicién del carbono 6 del resto sacarilo. Los conjugados de acuerdo
con esta estructura tienen las siguientes formulas:

O 0]
-~ e | . . HN Q
E N—L—R é'/ N—L—R!
H
Rﬁ Rs Y R5 R3
Rd R4

en que los radicales son como se describieron anteriormente. Los expertos apreciardn que los restos sacarilo
modificados expuestos anteriormente también se pueden conjugar a un sustrato en los atomos de carbono 2, 3, 4 6
5.

Los compuestos ilustrativos de acuerdo con esta estructura incluyen los compuestos que tienen las férmulas:
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R! CHNHCIORCH; ), NHC UL OCH CHa L OICH lNHR?
& "
Rd
At CHNHOIOKCH ), MHCOOICH; 1y [OCHGH L OICH, | NHR!
RY R‘I
R
R CHHHICH), HHC{O)O(CH 3 DCHCH,0ICH)aNHR'
R (3 |
Rl
R CHNHCIOONCH;), NHR'

R! CHINHCIO)CHy, HHR
R R ;
. R
Ly R CH;NHR
R CHNHC{O) Ll STHCH) Q1 CHg) NHR' - R
R '
R R?
Rl

=4

BH; NFC DO CH; DT H M) FHT Hy) NHE!
Hgmn;

Q
R4

et

en que los grupos Ry los indices son los que se describieron anteriormente.

También se describen nucledtidos de azticar modificados con L-R* en la posicion del carbono 6. Los ejemplos de
especies incluyen:

/NH-LvR'
R3
(o]
7
o] 0 B
R? ol || I \Ia"e
P
RS | 07 10
o o
¥ HO © OH

En que los grupos R y L representan los restos que se describieron anteriormente. El indice “y” es 1 6 2.

También se describe un nucleétido de aziicar basado en especies que tienen la estereoquimica de GDP-manosa.
Un ejemplo de especie tiene la estructura:
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HS

También se describe un conjugado basado en la estereoquimica de UDP galactosa. Un ejemplo de compuesto tiene

la estructura:
iH’Ri
HN 3 o

R HN
0
R "y G c""l\w
S 0 :
R* 1o~ |‘“0/ﬁ
Ok \
KO Ty
NHR' o
3
R o . HM
Aw. O D
R-ﬂ H ‘?#D“\,u g O N
RS | o7 |"“‘o/\@
: o o J
" HO %w.

También se describe un nucleétido de azucar basado en especies que tienen la estereoquimica de la glucosa. Un

5

ejemplo de especie tiene las formulas:
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O
HH |
e 1§ ﬂ‘fJ\N
\%HD."%‘\H w
o o k
HD"‘@ %H Y

El grupo modificador, R!, es alguno de diversas especies que incluyen, pero sin limitacion, polimeros solubles en
agua, polimeros insolubles en agua, agentes terapéuticos, agentes diagndsticos y similares. La naturaleza de los
grupos modificadores ilustrativos se describe en mayor detalle a continuacién en la presente.

Grupo modificadores
Polimeros solubles en agua

Muchos polimeros solubles en agua son conocidos por los expertos en la técnica y son Utiles en la practica de la
presente invencion. El término polimero soluble en agua abarca las especies tales como sacaridos (por ejemplo,
dextrano, amilasa, acido hialurénico, poli(acido sialico), heparanos, heparinas, etc.); polilaminoacidos), por ejemplo,
poli(acido aspartico) y poli(acido glutamico); acidos nucleicos, polimeros sintéticos (por ejemplo, poli(acido acrilico),
poli(éteres), por ejemplo, poli(etilenglicol); péptidos, proteinas, y similares.

Los métodos para la activacion de los polimeros también se pueden hallar en WO 94/17039, patente US N.°
5.324.844, WO 94/18247, WO 94/04193, patente US N.° 5.219.564, patente US N.° 5.122.614, WO 90/13540,
patente US N.° 5.281.698, y mas WO 93/15189, y para la conjugacién entre polimeros y péptidos activados, por
ejemplo, Factor de coagulacién VIII (WO 94/15625), hemoglobina (WO 94/09027), molécula portadora de oxigeno
(patente US N.° 4.412.989), ribonucleasa y superéxido dismutasa (Veronese et al., App. Biochem. Biotech. 11: 141—
45 (1985)).

Los polimeros solubles en agua preferidos son aquellos en que una proporcion sustancial de las moléculas del
polimero en una muestra del polimero son de aproximadamente el mismo peso molecular; tales polimeros son
“homodispersos”.

La presente invencién también se ilustra con referencia a un conjugado de poli(etilenglicol). Varias revisiones y
monografias sobre la funcionalizacion y conjugacion del PEG estan disponibles. Ver, por ejemplo, Harris, Macronol.
Chem. Phys. C25: 325-373 (1985); Scouten, Methods in Enzymology 135: 30-65 (1987); Wong et al., Enzyme
Microb. Technol. 14: 866—874 (1992); Delgado et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems 9: 249—
304 (1992); Zalipsky, Bioconjugate Chem. 6: 150-165 (1995); y Bhadra, et al., Farmazie, 57:5-29 (2002). Las vias
para preparar moléculas de PEG reactivas y formar conjugados usando las moléculas reactivas son conocidas en la
técnica. Por ejemplo, la patente US N.° 5.672.662 describe un conjugado soluble en agua y aislable de éster activo
de un acido polimérico seleccionado de poli(6xidos de alquileno), poli(polioles oxietilados), poli(alcoholes olefinicos),
y poli(acrilomorfolina) lineales o ramificados.

La patente US N.° 6.376.604 expone un método para preparar un éster de 1-benzotriazolilcarbonato soluble en agua
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de un polimero soluble en agua y no peptidico mediante la reaccion de un hidroxilo terminal del polimero con di(1-
benzotriazoil)carbonato en un solvente organico. El éster activo se usa para formar conjugados con un agente
biolbgicamente activo tal como una proteina o péptido.

WO 99/45964 describe un conjugado que comprende un agente biolégicamente activo y un polimero soluble en
agua activado que comprende un esqueleto del polimero que tiene al menos un extremo terminal ligado al esqueleto
del polimero a través de una union estable, donde al menos un extremo terminal comprende un resto de ramificacion
que tiene grupos reactivos proximales ligados al resto de ramificacion, en que el agente biolégicamente activo se liga
a al menos uno de los grupos reactivos proximales. Otros poli(etilenglicoles) ramificados se describen en WO
96/21469, patente US N.° 5.932.462 describe un conjugado formado con una molécula de PEG ramificado que
incluye un extremo terminal ramificado que incluye los grupos funcionales respectivos. Los grupos reactivos libres
estan disponibles para reaccionar con especies bioldgicamente activas, tales como una proteina o péptido, que
forman conjugados entre el poli(etilenglicol) y las especies biolégicamente activas. La patente US N.° 5.446.090
describe un ligador de PEG bifuncional y su uso para formar conjugados que tienen un péptido en cada uno de los
extremos terminales del ligador PEG.

Los conjugados que incluyen uniones de PEG degradables se describen en WO 99/34833; y WO 99/14259, asi
como en la patente US N.° 6.348.558.

Los métodos reconocidos en la técnica de la activacion de polimeros expuestos anteriormente son Utiles en el
contexto de la presente invencion en la formacion de los polimeros ramificados expuestos en la presente y también
para la conjugacion de estos polimeros ramificados con otras especies, por ejemplo, azucares, nucledtidos de
azUcar y similares.

Las moléculas de poli(etilenglicol) ilustrativas descriptas en la presente incluyen los que tienen la férmula:

Y

Z ~{CHs)p==X(CH,CH,0).(CH3z}—A'—R8

en que R® es H, OH, NH,, alquilo sustituido o no sustituido, arilo sustituido o no sustituido, heteroarilo sustituido o no
sustituido, heterocicloalquilo sustituido o no sustituido, heteroalquilo sustituido o no sustituido, por ejemplo, acetal,
OHC—, HaN—(CH2)g—, HS—(CH,)g, 0 —(CH2)qC(Y)Z1. El indice “e” representa un nimero entero de 1 a 2500. Los
indices b, d, y q de modo independiente representan nimeros enteros de 0 a 20. Los simbolos Z y Z1 de modo
indegendiente representan OH, NH;, grupos salientes, por ejemplo, imidazol, p-nitrofenilo, HOBT, tetrazol, haluro,
S—R’, la porcion alcohol de los ésteres activados; —(CH2)pC(Y1)V, 0 —(CHz2)p,U(CH>),C(Y1)y. El simbolo Y representa
H(2), —=0, =S, =N-R". Los simbolos X, Y, Y1, Al, y U de modo independiente representan los restos O, S, N-R'" El
simbolo V representa OH, NH>, halégeno, S—Rlz, El componente alcohol de los ésteres activados, el componente
amina de las amidas activadas, nucle6tidos de azlcar y proteinas. Los indices p, g, S y v son miembros
seleccionados de modo independiente de los nGmeros enteros de 0 a 20. Los simbolos R%, R, R™ y R™
representan de modo independiente H, alquilo sustituido o no sustituido, heteroalquilo sustituido o no sustituido, arilo
sustituido o no sustituido, heterocicloalquilo sustituido o no sustituido y heteroarilo sustituido o no sustituido.

También se describen las moléculas de poli(etilenglicol) se selecciona de los siguientes:
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o

de modo que se puedan formar conjugados peptidicos de las reivindicaciones.

El poli(etilenglicol) atil en la formaciéon del conjugado de la invencién esta ramificado. Las moléculas de
poli(etilenglicol) ramificadas adecuadas para el uso en la invencion incluyen los descriptos en la siguiente férmula:

R**—.t!.“(‘,),u:)t:l-@cHz).,—x!\~
m (CH3)q

'R8=A2/ }_{OCH,CH2)f —X! Z

o

Y

en que R® y R® son miembros seleccionados de modo independiente de los grupos definidos para R®, anterior. Al y
A2 son miembros seleccionados de modo independiente de los grupos definidos para Al, anteriores. Los indices e,
f, 0, y g son como se describieron anteriormente. Z e Y son como se describieron anteriormente. X1 y X1' son
miembros seleccionados de modo independiente de S, SC(O)NH, HNC(O)S, SC(0O)O, 0, NH, NHC(O), (O)CNH y
NHC(0O)O, OC(O)NR, de modo que se pueden formar los compuestos de la invencion.

El PEG ramificado se basa en un nucleo de cisteina,

serina o di-lisina. En consecuencia, los PEG ramificados ilustrativos incluyen:
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En aun otra realizacion, el resto de PEG ramificado se basa en un péptido de tri-lisina. La tri-lisina puede estar
mono-, di—, tri—, o tetra—PEG-ilada. Las especies ilustrativas de acuerdo con esta realizacion tienen las formulas:
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en que e, fy f son nimeros enteros seleccionados de modo independiente de 1 a 2500; y g, 9' y 9" son nUmeros
enteros seleccionados de modo independiente de 1 a 20.

En una realizacion ilustrativa de la invencién, el PEG es m—PEG (5 kD, 10 kD, o 20 kD). Una especie de PEG
5 ramificado ilustrativa es una serina o cisteina-(m—PEG)2 en que el m—PEG es un m—PEG de 20 kD.

Como sera evidente para los expertos en la técnica, los polimeros ramificados de uso en la invencién incluyen

variaciones en los temas expuestos anteriormente. Por ejemplo el conjugado de di-lisina-PEG mostrado

anteriormente puede incluir tres subunidades poliméricas, la tercera unida a la o—amina mostrada como no

modificada en la estructura anterior. De modo similar, el uso de una trilisina funcionarizada con tres o cuatro
10 subunidades poliméricas esta dentro del alcance de la invencion.

Las realizaciones de acuerdo con la invencién incluyen:

MQ,O\(/\O)\/O
e
HN
M O

y carbonatos y ésteres activos de estas especies, tales como:

OH
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Otros grupos activadores o salientes, apropiados para activar los PEG lineales de usar en la preparacion de los
compuestos expuestos en la presente incluyen, pero sin limitacion las especies:

| wﬁ‘”*.._nj\,_g | @:H’_ﬁ\o—g

H

[ N
h"\ o/“\ g TrNH
— on—z M
N . L] A
. ' a
. ks
g \n/é

o

..-../Hw_g Q:“’iﬂ—é

F, F o Hidm=HH 'JL‘
b
,J'I\ ° Q_E
' F o Q B
_3 .
<]
F F
Las moléculas de PEG que se activan con estas y otras especies y los métodos de obtener los PEG activados se
exponen en WO 04/083259.

Los expertos en la técnica apreciaran que una o mas de las ramas de m—PEG del polimero ramificado se pueden
remplazar con un resto de PEG con un extremo terminal diferente, por ejemplo, OH, COOH, NHa, alquilo C2—-C10,
etc. Ademas, las estructuras anteriores se modifican facilmente mediante la insercion de los ligadores alquilo (o
eliminacion de los atomos de carbono) entre el a&tomo de carbono a y el grupo funcional de la cadena lateral. En
consecuencia, los derivados “homo” y homélogos superiores, asi como los homoélogos inferiores estan dentro del
alcance de los nucleos para PEG ramificados de uso en la presente invencion.

Las especies de PEG ramificado expuestas en la presente se preparan facilmente por métodos tales como los
expuestos en el siguiente esquema:
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NH»
o KOH, MeQH NH;

1 + 0

g Te TN ey
CH,ClyTEA /OWWOH

2

en que X2 es O 0 Sy res un nimero entero de 1 a 5. Los indices e y f son nimeros enteros seleccionados de modo
independiente de 1 a 2500.

En consecuencia, de acuerdo con este esquema, un aminoacido natural o no natural se pone en contacto con un
derivado de m—-PEG activado, en este caso el tosilato, se forma 1 mediante el alquilado del heteroatomo de la
cadena lateral X®. El aminoacido de m—PEG amino mono-funcionalizado se somete a las condiciones de N—acilacion
con un derivado de m—PEG reactivo, de este modo se ensambla m—PEG ramificado 2. Como apreciaran los
expertos, el grupo saliente tosilato se puede reemplazar con cualquier grupo saliente adecuado, por ejemplo,
halégeno, mesilato, triflato, etc. De modo similar, el carbonato reactivo utilizado para acilar la amina se puede
remplazar con un éster activo, por ejemplo, N-hidroxisuccinimida, etc., o el &cido se puede activar in situ usando un
agente deshidratante tal como diciclohexilcarbodiimida, carbonildiimidazol, etc.

En esta invencion, el grupo modificador es un resto de PEG, sin embargo, algin grupo modificador, por ejemplo,
polimero soluble en agua, polimero insoluble en agua, residuo terapéutico, etc., se puede incorporar en un resto
glicosilo a través de una union apropiada. El azicar modificado esta formado por medio enzimatico, medio quimico o
una combinacion de estos, de este modo se produce un azlUcar modificado. En una realizacion ilustrativa, los
azlcares estan sustituidos con una amina activa en cualquier posicion que permite la union del resto modificador,
aun todavia permite que el azlicar actie como un sustrato para una enzima capaz de acoplar el azicar modificado al
péptido G-CSF. Por ejemplo, cuando la galactosamina es el azdcar modificado, el resto amina se puede unir al
atomo de carbono en la posicion 6.

Especies modificadas del polimero soluble

Las especies de azucar modificado de nucleédtido de polimero soluble en agua en que el resto azlcar esta
modificado con un polimero soluble en agua son utiles en la presente invencion. Un ejemplo de azlicar modificado
de nucledtido porta un grupo azucar que estd modificado a través de un resto amina en el azlcar. Los nucleétidos
de azucar modificado, por ejemplo, derivados de sacaril-amina de un nucleétido de azulcar, también son utiles en los
métodos de la invencion. Por ejemplo, una sacarii amina (sin el grupo modificador) se puede conjugar
enzimaticamente a un péptido (u otras especies) y el resto de sacaril amina libre posteriormente conjugado a un
grupo modificador deseado. De forma alternativa, el nucledtido de aztcar modificado puede actuar como sustrato
para una enzima que transfiere el azlicar modificado a un aceptor de sacarilo en un sustrato, por ejemplo, un péptido
o glicopeptido.

En la presente invencion. R! es un PEG ramificado, por ejemplo, son las especies expuestas anteriormente. Los
compuestos ilustrativos de acuerdo con esta realizacion incluyen:
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en que X4 es un enlace u O.

Ademas, como se describié anteriormente, la presente invencién proporciona conjugados peptidicos que se forman
usando azUcares de nucledtido que estan modificados con un polimero soluble en agua, que es cadena lineal o
ramificada. Por ejemplo, los compuestos que tienen la férmula mostrada a continuacion estan dentro del alcance de
la presente invencion:
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en que X4 es O o un enlace.

También se proporcionan los conjugados de péptidos y glicopéptidos, lipidos y glicolipidos que incluyen las
composiciones de la invencion. Por ejemplo, la invencidon proporciona conjugados que tienen las aiguientes
férmulas:

CHIOM)CH{OH)CH,0H

HOOC 0
8}
"Lif NHC{O)CH:),NHC D) (CHy ), {OCHLCH, J, O CH,) NH §=—={CH,CH, 01, CHy
OH NHC{U)CH,CH,{0CH,CH, OCH,

CHIDHICHIOHICH,OH

HOOC o
jﬂ ] i
Y MHGOHCH ) NH §—{CH,CH,0),CH,
OH

NHGIOICH,CH,{DCH,CH,),DCH,

CHIOH)CHOHICHNH(CH, ), NH $——(CH;CH,0).CH, ¥

HOOC. o
) MHC(OICH,CHYOCH,CH,, O CH,
"‘{:r NHC{O}CH,
OH

HooC CHIOHIGH{OHICHNH[CH, ) NHG{O)O{CH;), (0TH;CH,) O(CH, L NH §=—(CH,CH,Q),CH,
o NHC{OCH,C HAOTH,CH, O CH,
""{: NHE(D)CH,

Polimeros insolubles en agua

En adn otra realizacién ilustrativa, el conjugado de la invencion incluye un componente de un liposoma. Los
liposomas se pueden preparar de acuerdo con los métodos conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo,
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como se describe en Eppstein et al., patente US N.° 4.522.811, que se presenta el 11 de junio de 1985. Por ejemplo,
las formulaciones de liposomas se pueden preparar por la disolucion de lipidos apropiados) (tales como estearoll
fosfatidil etanolamina, estearoil fosfatidil colina, aracadoil fosfatidil colina, y colesterol) en un solvente inorganico que
luego se evapora, dejando tras de si una pelicula fina de lipido seco sobre la superficie del recipiente. Una solucion
acuosa del compuesto activo o su sal farmacéuticamente aceptable luego se introduce en el recipiente. El recipiente
se agita manualmente para liberar el material lipidico de los costados del recipiente y para dispersar los agregados
lipidicos, de ese modo se forma la suspension liposémica.

Las microparticulas y los métodos de preparacion de las microparticulas anteriormente citados se ofrecen a modo
de ejemplo y no estan destinados a definir el alcance de microparticulas de uso en la presente invencion. Sera
evidente para los expertos en la técnica que una gran variedad de microparticulas, fabricadas por diferentes
métodos, son Utiles en la presente invencion.

La vida media in vivo de los glicopéptidos terapéuticos también se puede aumentar con los restos de PEG tales
como el polietileno glicol (PEG). Por ejemplo, la modificacion quimica de proteinas con PEG (PEGilacién) aumenta
su tamafio molecular y disminuye su accesibilidad del grupo de superficie y funcional, cada uno de los cuales
dependen del tamafio del PEG unido a la proteina. Esto produce una mejora de la vida media plasmatica y la
estabilidad proteolitica, y una disminucién de la inmunogenicidad y la captacién hepatica (Chaffee et al. J. Clin.
Invest. 89: 1643-1651 (1992); Pyatak et al, Res. Commun. Chem. Pathol Farmacol. 29: 113-127 (1980)). Se ha
informado que la PEGilacion de la interleuquina-2 aumenta su potencia antitumoral in vivo (Katre et al. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA. 84: 1487-1491 (1987))y la PEGilaciéon de un F (ab")2 derivado del anticuerpo monoclonal A7 ha
mejorado su localizacion tumoral (Kitamura et al Biochem Biophys Res Commun 28: 1387-94(1990)). Por lo tanto, en
otra realizacion preferida, la vida media in vivo de un péptido derivado con un resto de PEG por un método de la
invencion esta aumentado con respecto a la vida media in vivo del péptido no derivado.

El aumento de la vida media in vivo del péptido se expresa mejor como un rango de aumento de porcentaje de esta
cantidad. El extremo inferior del rango del porcentaje de aumento es de aproximadamente 40%, aproximadamente el
60%, aproximadamente el 80%, aproximadamente el 100%, aproximadamente 150% o aproximadamente 200%. El
extremo superior del rango es de aproximadamente 60%, aproximadamente el 80%, aproximadamente el 100%,
aproximadamente el 150%, o mas de aproximadamente el 250%.

En una realizacion ilustrativa, la presente invencion proporciona un G-CSF PEGilado.
Los métodos

Ademas de los conjugados descritos anteriormente, la presente invencién proporciona métodos para preparar estos
y otros conjugados. Por lo tanto, en un aspecto adicional, la invencién proporciona un método de formacién de un
conjugado covalente entre un resto seleccionado y un péptido G-CSF. Ademas, los métodos descriptos son métodos
para dirigir los conjugados de la invencién a un tejido o regién particular del cuerpo.

En una realizacion ilustrativa, se forma el conjugado entre un resto de PEG (0 un resto glicosilo transferible
enzimaticamente que comprende el resto de PEG), y un péptido glicosilado o no glicosilado. El PEG es conjugado
con el péptido G-CSF por medio de un grupo de union glicosilo intacto, que esta interpuesto entre, y unido
covalentemente al péptido G-CSF vy el resto de PEG, o a un constructo del ligador PEG-no-glicosilo (por ejemplo
alquilo sustituido o no sustituido, heteroalquilo sustituido o no sustituido). EI método incluye poner en contacto el
péptido G-CSF con una mezcla que contiene un azdcar modificado y una glicosiltransferasa para los que el aztcar
modificado es un sustrato. La reaccién se lleva a cabo bajo condiciones suficientes para formar un enlace covalente
entre el aztcar modificado y el péptido G-CSF. El resto de azUcar del azGcar modificado se selecciona con
preferencia a partir de azucares de nucle6tidos, azucares activados y azucares, que no son nucleétidos ni estan
activados.

El péptido aceptor (glicosilado o no glicosilado) tipicamente se sintetiza de novo, o expresa de forma recombinante
en una célula procariota (por ejemplo, células bacterianas, tales como E. coli) o en una célula eucariota tal como una
célula de mamifero, levadura, insectos, hongos o planta. El péptido G-CSF puede ser una proteina de longitud
completa o un fragmento. Por otra parte, el péptido G-CSF puede ser un péptido de tipo salvaje o mutado. En una
realizacion ilustrativa, el péptido G-CSF incluye una mutacion que afiade uno o mas sitios de glicosilacién ligados a
N u O a la secuencia de péptido.

En una realizacion ilustrativa, el G-CSF esta O-glicosilado y funcionalizado con un polimero soluble en agua de la
siguiente manera. El péptido se produce con un sitio de glicosilacién de aminoacidos disponible o, si esta glicosilado,
el resto glicosilo se corta en el aminoacido expuesto. Por ejemplo, una serina o treonina es un 1-N-acetil amino
galactosilado (GalNAc) y el péptido NAc-galactosilado se sialila con un casete grupo modificador-acidos sialic
usando ST6GalNacT1. Alternativamente, el péptido NAc-galactosilado se galactosila usando Nicleo-1-GalT-1 y el
producto se sialila con un casete del grupo modificador-acido sidlico usando ST3GalT1. Un conjugado ilustrativo de
acuerdo con este método tiene las siguientes uniones: Thr-a—1-GalNAc—3-1,3—-Gal-a2,3-Sia*, en el que Sia * es el
casete del grupo modificador-acido sialico.

En los métodos de la invencion, tales como los expuestos anteriormente, el uso de multiples enzimas y los donantes
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de sacarilo, se pueden realizar las etapas individuales de glicosilacion por separado, 0 combinados en una reaccion
de “un solo recipiente”. Por ejemplo, en la reaccién de tres enzimas expuesta anteriormente, la GalNAc transferasa,
GalT y SIAT y sus donantes se pueden combinar en un solo recipiente. Alternativamente, la reaccién de GalNAc se
puede llevar a cabo sola y GalT y SIAT y los donantes de sacarilo apropiados se afiaden en una etapa Unica. Otro
modo de funcionamiento de las reacciones implica la adicion de cada enzima y un donante apropiado en forma
secuencial y la realizacion de la reaccion en un motivo “de un solo recipiente”. Las combinaciones de cada uno de
los métodos antes expuestos son Utiles en la preparacion de los compuestos de la invencion.

En los conjugados de la invencion, en particular los glicanos ligados a N glicopegilados, el casete del grupo
modificador-Sia se puede ligar a Gal en una unién a-2, 6, 0 a-2, 3.

El método de la invencion también se proporciona la modificacion péptidos glicosilados de forma incompleta que se
producen en forma recombinante. El empleo de un aztcar modificado en un método de la invencion, el péptido G-
CSF se glicosilar y derivatizar simultdneamente con, por ejemplo, un resto de PEG. El resto de azlcar del azlcar
modificado puede ser el residuo que seria propiamente conjugado con el aceptor en un péptido totalmente
glicosilado, u otro resto de azlcar con propiedades deseables.

Los péptidos G-CSF modificados por los métodos de la invencion pueden ser péptidos sintéticos o de tipo salvaje o
pueden ser péptidos mutados, producidos por métodos conocidos en la técnica, tales como mutagénesis dirigida al
sitio. La glicosilacién de péptidos normalmente esta N-ligado u O-ligado. Una unién a N ilustrativa es la unién del
azucar modificado a la cadena lateral de un residuo de asparagina. Las secuencias de tripéptido asparagina-X-
serina y asparagina-X-treonina, donde X es cualquier aminoacido excepto prolina, son las secuencias de
reconocimiento para la uniéon enzimatica de un grupo carbohidrato a la cadena lateral de la asparagina. Por lo tanto,
la presencia de cualquiera de estas secuencias de tripéptido en un polipéptido crea un sitio de glicosilacion
potencial. La glicosilacion ligada a O se refiere a la unién de un azlcar (por ejemplo, N-acetilgalactosamina,
galactosa, manosa, GIcNAc, glucosa, fucosa o xilosa) a una cadena lateral hidroxi de un &cido hidroxiamino, con
preferencia serina o treonina, aunque también se puede utilizar 5-hidroxiprolina o 5-hidroxilisina.

Por ejemplo, en una realizacion, G-CSF se expresa en un sistema de mamifero y se modifica por el tratamiento de
sialidasa para cortar de nuevo los residuos de acido sialico terminales, seguido por PEGilacién usando ST3Gal3 y
un donante de acido sialico-PEG.

En otra realizacion ilustrativa, el G-CSF expresado en células de mamifero se trata primero con sialidasa para cortar
de nuevo los residuos terminales de acido sialico, entonces se pegila usando ST3Gal3 y un donante de &cido
sidlico-PEG, y luego se sialila usando ST3Gal3 y un donante de &cido sidlico.

El G-CSF expresado en un sistema de mamifero también se puede tratar con sialidasa y galactosidasa para cortar
de nuevo su &cido sialico y residuos de galactosa, luego se galactosila usando un donante de galactosa y una
galactosiltransferasa, y luego sPEGilada utilizando ST3Gal3 y un donante de PEG-acido sidlico.

En otra realizacion ilustrativa, el G-CSF no se trata primero con sialidasa, pero se glicopegila utilizando una reaccion
de transferencia de acido sidlico con el casete de acido sialico-grupo modificador, y una enzima tal como ST3Gal3.

También se describe un método, G-CSF se expresan en las células de insecto y se maodifica en el siguiente
procedimiento: N-acetilglucosamina se afiade primero a G-CSF usando un donante de N-acetilglucosamina
apropiado y uno o mas de GnT-l, Il, IV, y V, G-CSF luego se pegila usando un donante de PEG-galactosa y una
galactosiltransferasa.

El G-CSF producido en levadura también se puede glicopegilar. Por ejemplo, el G-CSF se trata primero con
endoglicanasa para cortar de nuevo los grupos glicosilo, se galactosila usando un donante de galactosa y una
galactosiltransferasa, y luego se PEGila con ST3Gal3 y un donante de &cido sialico-PEG.

La adicion de sitios de glicosilacion a una estructura de péptido o de otro tipo se consigue convenientemente
mediante la alteracion de la secuencia de aminoacidos de forma que contenga uno o mas sitios de glicosilacion. La
adiciéon también se puede realizar por la incorporacion de una o mas especies que presentan un grupo-OH, con
preferencia residuos de serina o treonina, dentro de la secuencia del péptido G-CSF (para sitios de glicosilacion
ligados a O). La adicién se puede hacer por mutacién o por sintesis quimica completa del péptido G-CSF. La
secuencia de aminoacidos del péptido G-CSF con preferencia se altera a través de cambios a nivel de ADN,
particularmente mutando el ADN que codifica el péptido en las bases preseleccionadas de modo de generar
codones que se traduciran en los aminoacidos deseados. La mutacion del ADN se obtiene con preferencia usando
métodos conocidos en la técnica.

En una realizacion ilustrativa, el sitio de glicosilacion se afiade mediante la transposicion de polinucleétidos. Los
polinucleétidos que codifican un péptido candidato se pueden modular con los protocolos de transposicién de ADN.
La transposicion de ADN es un proceso de recombinacion recursiva y mutacion, realizado por fragmentacion
aleatoria de una mezcla de genes relacionados, seguido por el reensamblaje de los fragmentos mediante un proceso
tipo reaccion en cadena de polimerasa. Ver, por ejemplo, Stemmer, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:10747-10751
(1994); Stemmer, Nature 370:389-391 (1994); y patentes US Nros 605.793, 5.837.458, 5.830.721 y 5.811.238.
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La presente invencion también proporciona medios de adicién (o eliminacion) de uno o mas residuos de glicosilo
seleccionados a un péptido, después de lo cual un azlcar modificado se conjuga con al menos uno de los residuos
de glicosilo seleccionados del péptido. La presente realizacion es util, por ejemplo, cuando se desea conjugar el
azucar modificado a un residuo de glicosilo seleccionado que, non esta presente en un péptido o no esta presente
en una cantidad deseada. Por lo tanto, antes de acoplar un azicar modificado a un péptido, el residuo de glicosilo
seleccionado estd conjugado con el péptido G-CSF mediante acoplamiento enzimatico o quimico. En otra
realizacién, el patron de glicosilacion de un glicopéptido se altera antes de la conjugacion del azicar modificado por
la eliminacion de un residuo de hidrato de carbono del glicopéptido. Ver, por ejemplo, WO 98/31826.

La adicién o eliminacién de cualesquiera restos de carbohidrato presentes en el glicopéptido se lleva a cabo ya sea
quimica o enzimaticamente. La desglicosilacion quimica con preferencia es provocada por la exposicion de la
variante polipeptidica con el compuesto de acido trifluorometanosulfénico, o un compuesto equivalente. Este
tratamiento produce la escision de la mayoria o todos los azUcares excepto el aztcar de union (N-acetilglucosamina
o N-acetilgalactosamina), dejando el péptido intacto. La desglicosilacién quimica se describe en Hakimuddin et al.,
Arco. Biochem. Biophys. 259: 52 (1987) y por Edge et al., Anal. Biochem. 118: 131 (1981). La escisi6n enzimatica de
restos de carbohidrato en las variantes polipeptidicas puede lograrse mediante el uso de una variedad de endo-y
exo-glicosidasas, tal como se describe por Thotakura et al., Meth. Enzymol. 138: 350 (1987).

La adicién quimica de restos glicosilo se lleva a cabo por cualquier método reconocido en la técnica. La adicion
enzimatica de restos de azlcar con preferencia se obtiene utilizando una modificaciéon de los métodos establecidos
en la presente, sustituyendo unidades de glicosilo nativas para los azlcares modificados utilizados en la invencion.
Otros métodos de adicion de restos de azlcar se describen en la patente US N.° 5.876.980, 6.030.815, 5.728.554, y
5.922.577.

Los ejemplos de puntos de unién correspondientes a los residuos de glicosilo seleccionado incluyen, pero sin
limitacion: (a) sitios de consenso para la glicosilacion N y O; (b) restos glicosilo terminales que son aceptores para
una glicosiltransferasa; (c) arginina, asparagina e histidina; (d) grupos carboxilo libres, (e) grupos sulfhidrilo libres
tales como los de la cisteina; (f) grupos hidroxilo libres tales como los de la serina, treonina, o hidroxiprolina, (g)
residuos aromaticos tales como los de la fenilalanina, tirosina, o triptofano, o (h) el grupo amida de la glutamina. Los
métodos ilustrativos de uso en la presente invencién se describen en el WO 87/05330 publicada 11 de septiembre
1987, y Aplin y Wriston, CRC CRIT. REV. BIC/CHEM., pp. 259-306 (1981).

Los métodos

Ademas de los conjugados descritos anteriormente, la presente invencién proporciona métodos para preparar estos
y otros conjugados. Por otra parte, la invencién proporciona los conjugados para usar en los métodos de prevenir,
curar o aliviar un estado de enfermedad mediante la administracion de un conjugado de la invencion a un sujeto en
riesgo de desarrollar la enfermedad o un sujeto que tiene la enfermedad.

Por lo tanto, la invencion proporciona un método de formacién de un conjugado covalente entre un resto
seleccionado y un péptido G-CSF.

En realizaciones ilustrativas, el conjugado se forma entre un polimero soluble en agua, como se describe en las
reivindicaciones y un péptido G-CSF glicosilado o no glicosilado. El polimero, residuo terapéutico o biomolécula se
conjuga con el péptido G-CSF a través de un grupo de unién glicosilo, que esta interpuesto entre, y unido
covalentemente al péptido y el grupo modificador (por ejemplo, polimero soluble en agua). El método incluye poner
en contacto el péptido G-CSF con una mezcla que contiene un azucar modificado y una enzima, por ejemplo, una
glicosiltransferasa, que conjuga el azdcar modificado al sustrato (por ejemplo, péptido, aglicona, glicolipido). La
reaccion se lleva a cabo en condiciones adecuadas para formar un enlace covalente entre el azticar modificado v el
péptido G-CSF.

El péptido G-CSF aceptor tipicamente se sintetiza de novo, o expresa de forma recombinante en una célula-
procariota (por ejemplo, células bacterianas, tales como E. coli) o en una célula eucariota tal como una célula de
mamifero, levaduras, insectos, hongos o planta. EL el péptido G-CSF puede ser una proteina de longitud completa
o un fragmento. Por otra parte, el péptido G-CSF puede ser un péptido de tipo salvaje o0 mutado. En una realizacion
ilustrativa, el péptido CSF T incluye una mutacién que afiade uno o mas N-o de los sitios de glicosilacién unidos N u
O a la secuencia de péptido.

El método de la invencion también se proporciona para la modificacién de los péptidos de G-CSF glicosilados de
forma incompleta que se producen de forma recombinante. Muchas glicoproteinas producidas de forma
recombinante no estan completamente glicosiladas, la exposicion de los residuos de carbohidratos que pueden tener
propiedades indeseables, por ejemplo, inmunogenicidad, reconocimiento por el RES. El empleo de un azlcar
modificado en un método de la invencion, el péptido se puede glicosilar y derivatizar simultaneamente con, por
ejemplo, un polimero soluble en agua, agente terapéutico, o similares. El resto de azlcar del azicar modificado
puede ser el residuo que seria propiamente conjugado con el aceptor en un péptido totalmente glicosilado, u otro
resto de azUcar con propiedades deseables.

Los ejemplos de métodos de modificacion de péptidos de uso en la presente invencién se exponen en

38



10

15

20

25

30

35

ES 2422 187 T3

W004/099231, WO 03/031464, y las referencias alli expuestas.

En una realizacion ilustrativa, la invencién proporciona un método de fabricacion de un G-CSF PEG-ilado que
comprende el resto:

OH

donde D es -OH o R'-L-HN-. El simbolo G representa R'-L— o —C(O)alquilo (C1-C6). R' es un resto que
comprende un residuo de poli(etilenglicol) de cadena lineal o ramificada. El simbolo L representa un ligador
seleccionado de un enlace, alquilo sustituido o no sustituido y heteroalquilo sustituido o no sustituido. En general,
cuando D es OH, G es R'-L-, y cuando G es -C(O)alquilo (C1-C6), D es R'-L-NH-. El método of la invencion
incluye, (a) poner en contacto un péptido G—-CSF sustrato con un dador de PEG-4cido sidlico y una enzima que es
capaz de transferir el resto de PEG-4acido sialico desde el dado al péptido G-CSF sustrato.

Un dador de PEG-&cido sialico ilustrativo es un azlcar de nucleétido tal como el que tiene la formula:

OH
o}
fi
NT Ny
]
NH;

y una enzima que transfiere el PEG—acido sidlico en un residuo aminoacido o glicosilo del péptido G-CSF, en
condiciones apropiadas para la transferencia.

En una realizacion el péptido G—-CSF sustrato se expresa en una célula huésped antes de la formacion del
conjugado de la invencion. Una célula huésped ilustrativa es una célula de mamifero. En otras realizaciones, la
célula huésped es una célula de insecto, célula de planta, una bacteria 0 un hongo.

El método presentado en la presente es aplicable a cada uno de los conjugados G—CSF expuestos en las secciones
anteriores.

Los péptidos de G-CSF modificados por los métodos de la invencion pueden ser péptidos sintéticos o de tipo salvaje
o pueden ser péptidos mutados, producidos por métodos conocidos en la técnica, tales como mutagénesis dirigida al
sitio. La glicosilacion de péptidos normalmente esta unida a N u O. Un ejemplo de unién a N es la unién del aztcar
modificado a la cadena lateral de un residuo de asparagina. La secuencias de tripéptido asparagina X-serina y
asparagina-X-treonina, donde X es cualquier aminoacido excepto prolina, son las secuencias de reconocimiento
para la unién enzimatica de un grupo carbohidrato a la cadena lateral de la asparagina. Por lo tanto, la presencia de
cualquiera de estas secuencias de tripéptido en un polipéptido crea un sitio de glicosilacién potencial. La
glicosilacion ligada a O se refiere a la union de un azucar (por ejemplo, N-acetilgalactosamina, galactosa, manosa,
GIcNAc, glucosa, fucosa o xilosa) a la cadena lateral hidroxi de un &cido hidroxiamino, con preferencia serina o
treonina, aunque también se pueden usar aminoacidos inusuales o no naturales, por ejemplo, 5-hidroxiprolina o 5-
hidroxilisina

La adicion de sitios de glicosilacion a una estructura de péptido o de otro tipo se consigue convenientemente
mediante la alteracion de la secuencia de aminoacidos de forma que contenga uno o mas sitios de glicosilacion. La
adicion también se puede realizar por la incorporaciéon de una o mas especies que presentan un grupo-OH, con
preferencia residuos de serina o treonina, dentro de la secuencia del péptido G-CSF (para sitios de glicosilacion
ligados a O). La adicién se puede hacer por mutacién o por sintesis quimica completa del péptido. La secuencia de
aminoacidos del péptido con preferencia se altera a través de cambios a nivel de ADN, particularmente mutando el
ADN que codifica el péptido en las bases preseleccionadas de modo de generar codones que se traduciran en los
aminoacidos deseados. La mutacion del ADN se obtiene con preferencia usando métodos conocidos en la técnica.
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En una realizacion ilustrativa, el sitio de glicosilacion se afiade mediante la transposicion de polinucleétidos. Los
polinucleétidos que codifican un péptido candidato se pueden modular con los protocolos de transposicion de ADN.
La transposicion de ADN es un proceso de recombinacion recursiva y mutacion, realizado por fragmentacion
aleatoria de una mezcla de genes relacionados, seguido por el reensamblaje de los fragmentos mediante un proceso
tipo reaccién en cadena de polimerasa. Ver, por ejemplo, Stemmer, Proc. Natl. Acad. Ciencia. EE.UU. 91:10747-
10751 (1994); Stemmer, Naturaleza 370:389-391 (1994) y la patente de EE.UU. N °© 5.605.793, 5.837.458, 5.830.721
y 5.811.238.

Los ejemplos de métodos de adicion o eliminacidon de sitios de glicosilacion, y la adicion o la eliminacion de
estructuras o subestructuras de glicosilo se describen en detalle en W0O04/099231, WO03/031464 y solicitudes de
US y PCT relacionadas.

La presente invencién también utiliza medios de adicion (o eliminacion) de uno o mas residuos de glicosilo
seleccionados a un péptido G-CSF, después de lo cual un aztcar modificado estd conjugado con al menos uno de
los residuos de glicosilo seleccionados del péptido. Tales técnicas son Utiles, por ejemplo, cuando se bien no esta
presente en un péptido G-CSF o no esta presente en una cantidad deseada. Por lo tanto, antes de acoplar un
azUcar modificado a un péptido, el residuo de glicosilo seleccionado esta conjugado con el péptido G-CSF mediante
acoplamiento enzimatico o quimico. En otra realizacion, el patrén de glicosilacion de un glicopéptido se altera antes
de la conjugacion del aztcar modificado por la eliminacion de un residuo de hidrato de carbono de la glicopéptido.
Ver, por ejemplo WO 98/31826.

Los ejemplos de puntos de union correspondientes a los residuos de glicosilo seleccionado incluyen, pero sin
limitacion: (a) sitios de consenso para la glicosilacién N sitios para glicosilacion ligada a O; (b) restos glicosilo
terminales que son aceptores para una glicosiltransferasa; (c) arginina, asparagina e histidina; (d) grupos carboxilo
libres, (e) grupos sulfhidrilo libres tales como los de la cisteina; (f) grupos hidroxilo libres tales como los de la serina,
treonina, o hidroxiprolina, (g) residuos aromaticos tales como los de la fenilalanina, tirosina, o triptofano, o (h) el
grupo amida de la glutamina. Los métodos ilustrativos de uso en la presente invencién se describen en el WO
87/05330 publicada 11 de septiembre 1987, y Aplin y Wriston, CRC CRIT. REV. BIC/CHEM., pp. 259—-306 (1981).

Los azlicares modificados con PEG se conjugan con un péptido glicosilado o no glicosilado usando una enzima
apropiada para mediar la conjugacion. Con preferencia, las concentraciones de azucar en el donante modificado,
enzimas y péptido aceptor se seleccionan de tal manera que la glicosilacion procede hasta que se logra el grado
deseado de modificacion del aceptor. Las consideraciones descriptas a continuacion, si bien se exponen en el
contexto de una sialiltransferasa, son aplicables a otras reacciones de glicosiltransferasa general.

Se conocen numerosos métodos de uso de glicosiltransferasas para sintetizar las estructuras de oligosacaridos
deseadas y son generalmente aplicables a la presente invencién. Los métodos ilustrativos se describen, por
ejemplo, en WO 96/32491, Ito et al., Pure Appl. Chem. 65: 753 (1993), patente US Nros. 5.352.670, 5.374.541,
5.545.553, y patentes US de propiedad comun. Nros. 6.399.336 y 6.440.703, que se incorporan en la presente como
referencia.

La presente invencion se practica utilizando una sola glicosiltransferasa o una combinacion de glicosiltransferasas.
Por ejemplo, se puede usar una combinacion de una sialiltransferasa y una galactosiltransferasa. En estas
realizaciones que utilizan mas de una enzima, las enzimas y los sustratos se combinan con preferencia en una
mezcla de reaccion inicial, o las enzimas y reactivos para una segunda reaccion enzimatica se afiaden al medio de
reaccion una vez que la primera reaccion enzimatica esta completa o casi completa. Mediante la realizacion de dos
reacciones enzimaticas en secuencia en un unico recipiente, se mejoran los rendimientos globales respecto de los
procedimientos en los que se aisla una especie intermedia. Por otra parte, se reduce la limpieza y eliminacion de los
solventes adicionales y subproductos.

En una realizacion preferida, cada uno de la primera y segunda enzima es una glicosiltransferasa. En otra
realizacién preferida, una enzima es una endoglicosidasa. En una realizacion preferida adicional, se usan mas de
dos enzimas para ensamblar la glicoproteina modificada de la invencion. Las enzimas se utilizan para alterar una
estructura de sacarido en el péptido G-CSF en cualquier momento, ya sea antes o después de la adicion del azlcar
modificado al péptido.

En otra realizacién, el método hace uso de uno o0 mas exo o endoglicosidasa. La glicosidasa es tipicamente una
mutante, que esta manipulada genéticamente para formar enlaces glicosil mas que para romperlos. La glicanasa
mutante incluye tipicamente una sustitucion de un residuo de aminoéacido por un residuo de aminoacido acido para
el sitio activo. Por ejemplo, cuando la endoglicanasa es endo-H, los residuos del sitio activo sustituidos sera
tipicamente Asp en la posicion 130, Glu en la posicion 132 o una combinaciéon de estos. Los aminoacidos se
sustituyen generalmente con serina, alanina, asparagina o glutamina.

La enzima mutante cataliza la reaccién, por lo general por una etapa de sintesis que es analoga a la reaccion
inversa de la etapa de hidrolisis de endoglicanasa. En estas realizaciones, la molécula dadora de glicosio (por
ejemplo, una estructura de oligo o monosacarido deseada) contiene un grupo saliente y la reaccion procede con la
adicion de la molécula donante a un residuo GIcNAc en la proteina. Por ejemplo, el grupo saliente puede ser un
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halégeno, tal como fluoruro. En otras realizaciones, el grupo saliente es Asn, o un resto peptidico de Asn. En aun
otras realizaciones, el residuo de GIcNAc en la molécula donante de glicosilo estd modificado. Por ejemplo, el
residuo GIcNAc puede comprender un resto de oxazolina 1,2.

En una realizacion preferida, cada uno de las enzimas utilizados para producir un conjugado de la invencién estan
presentes en una cantidad catalitica. La cantidad catalitica de una enzima particular varia en funcion de la
concentracion de sustrato de esa enzima asi como de las condiciones de reaccion tales como la temperatura, tiempo
y valor de pH. Los medios para la determinacion de la cantidad catalitica de una enzima dada bajo concentraciones
de sustrato y condiciones de reaccion preseleccionadas son bien conocidos por los expertos en la técnica.

La temperatura a la que se lleva a cabo un proceso anterior puede variar de justo por encima de la congelacion a la
temperatura a la que se desnaturalizan las enzimas mas sensibles. Los rangos de temperatura preferidos son de
aproximadamente 0 °C a aproximadamente 55 °C, y con mas preferencia de aproximadamente 20 °C a
aproximadamente 37 °C. En otra realizacion ilustrativa, uno o mas componentes del presente método se llevan a
cabo a una temperatura elevada usando una enzima termdfila.

La mezcla de reacciéon se mantiene durante un periodo de tiempo suficiente para que el aceptor sea glicosilado, de
este modo se forma el conjugado deseado. Algunos de los conjugados a menudo se pueden detectar después de
unas pocas horas, por lo general con cantidades recuperables que se obtienen dentro de las 24 horas o menos. Los
expertos en la técnica entienden que la velocidad de reaccién depende de un namero de factores variables (por
ejemplo, concentracion de enzima, concentracién del donante, concentracion del aceptor, temperatura, volumen de
solvente), que estan optimizados para un sistema seleccionado.

La presente invencion también proporciona para la produccion a escala industrial de péptidos modificados. Como se
usa en la presente, una escala industrial generalmente produce al menos un gramo de conjugado purificado,
terminado.

En la siguiente discusion, la invencién se ejemplifica mediante la conjugacién de restos de acido sidlico modificados
a un péptido glicosilado. El acido sialico modificado ilustrativo estd marcado con PEG. Ademas, la discusion es
igualmente aplicable a la modificaciéon de una unidad de glicosilo con agentes distintos de PEG incluyendo otros
restos de PEG.

Un abordaje enzimatico se puede utilizar para la introducciéon selectiva de hidratos de carbono PEGilados o
PPGildos en un péptido o glicopéptido. El método utiliza azticares modificados que contienen PEG, PPG, o un grupo
funcional reactivo enmascarado, y se combina con la glicosiltransferasa o glicosintasa apropiada. Mediante la
seleccién de la glicosiltransferasa que obtendra la unién de carbohidratos deseada y la utilizacion del azucar
modificado como sustrato donante, PEG o PPG se pueden introducir directamente en el esqueleto del péptido G-
CSF, en residuos de azUcar existentes de un glicopéptido o sobre residuos de azlcar que tienen ha agregado a un
péptido.

Un aceptor para la sialiltransferasa se encuentra presente en el péptido G-CSF para ser modificado por los métodos
de la presente invencién, ya sea como una estructura de natural o una forma colocada en forma recombinante,
enzimatica o quimica. Los aceptores adecuados, incluyen, por ejemplo, aceptores de galactosilo tales como Galp1,
4GIcNAc, Galfl,4GalNac, Gal B1,3GalNAc, lacto-N-tetraosa, GalB1,3GIcNAc, GalB1,3Ara, Galfl, 6GIcNAc,
GalB1,4Glc (lactosa), y otros aceptores conocidos para los expertos en la técnica (ver, por ejemplo, Paulson el al., J
Biol. Chem. 253: 5617-5624 (1978)).

En una realizacién, un aceptor para la sialiltransferasa se encuentra presente en el glicopéptido para modificar
después de la sintesis in vivo del glicopéptido. Tales glicopéptidos se pueden sialilar usando los métodos
reivindicados sin modificacidn previa del patron de glicosilacion del glicopéptido. Alternativamente, los métodos de la
invencion se pueden utilizar para sialilar un péptido que no incluye un aceptor adecuado; primero se modifica el
péptido G-CSF para incluir un aceptor mediante métodos conocidos por los expertos en la técnica. En una
realizacion ilustrativa, un residuo GalNAc se afiade por la acciéon de un GalNAc transferasa.

En una realizacion ilustrativa, el aceptor galactosilo se ensambla uniendo un residuo de galactosa a un aceptor
apropiado unido al péptido G-CSF, por ejemplo, un GIcNAc. El método incluye incubar el péptido G-CSF para
modificar con una mezcla de reaccion que contiene una cantidad adecuada de una galactosiltransferasa (por
ejemplo, gal 1,3 o gal f1,4), y un donante de galactosilo adecuado (por ejemplo, UDP-galactosa). La reaccion se
dej6 proceder sustancialmente hasta su finalizacién o, alternativamente, la reaccion se termina cuando se afiade una
cantidad preseleccionada del residuo de galactosa. Otros métodos de ensamblar un aceptor sacarido seleccionado
seran evidentes para los expertos en la técnica.

En adn otra realizacion, los oligosacaridos ligados a glicopéptidos primero se “cortan”, ya sea en su totalidad o en
parte, para exponer un aceptor para la sialiltransferasa o un resto al que se pueden afiadir uno o mas residuos
apropiados para obtener un aceptor adecuado. Las enzimas tales como glicosiltransferasas y endoglicosidasas (ver,
por ejemplo patente US N.° 5.716.812) son Utiles para las reacciones de fijacion y corte.

En la siguiente discusion, el método de la invencién se ejemplifica por el uso de azlicares modificados que tienen un
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resto de PEG unido a este. El foco de la discusién es para claridad de la ilustracion. Los expertos apreciaran que la
discusidn es igualmente relevante para otras realizaciones.

En una realizacion ilustrativa de la invencion en la que un residuo de carbohidrato se “corta” antes de la adicion del
azucar modificado rico en manosa se corta de nuevo a la a estructura biantenaria de primera generacion. Un azlcar
modificado que porta un resto de PEG esta conjugado con uno o mas de los residuos de azlcar expuestos por el
“repeticion de corte”. En un ejemplo, se afiade un resto de PEG por medio de un resto de GIcNAc conjugado con el
resto de PEG. El G1cNAc modificado estd unido a uno o ambos de los residuos de manosa terminales de la
estructura biantenaria. Alternativamente, un G1cNAc no modificado se puede afiadir a uno 0 ambos de los extremos
de las especies ramificadas.

En otra realizacion ilustrativa, se afiade un resto de PEG a uno o ambos de los residuos de manosa terminales de la
estructura biantenaria a través de un azlcar modificado que tiene un residuo de galactosa, que esta conjugado a un
residuo de GIcNAc afiadido a los residuos de manosa terminales. Alternativamente, una Gal no modificada se puede
afadir a uno o ambos residuos G1cNAc terminales.

En otro ejemplo mas, se afiade un resto de PEG en un residuo Gal usando un &cido sidlico modificado.

En otra realizacion ilustrativa, una estructura de rica en manosa se “corta de nuevo” a la manosa desde la cual se
ramifica la estructura biantenarias. En un ejemplo, se afiade un resto de PEG a través de un G1cNAc modificado con
el polimero. Alternativamente, se aflade un G1cNAc sin modificar a la manosa, seguido de Gal con un resto de PEG
unido. En aun otra realizacidn, los residuos de GIcNAc y Gal sin modificar se afiaden secuencialmente a la manosa,
seguido de un resto de acido sialico modificado con un resto de PEG.

En otra realizacion ilustrativa, el resto rico en manosa se “corta” a GIcNAc al que esta unida la primera manosa. El
GIcNAc esta conjugado con un residuo de Gal que lleva un resto de PEG. Alternativamente, se afiade una Gal no
modificada a la G1cNAc, seguido por la adicion de un acido sidlico modificado con un azlcar soluble en agua. En
otra realizacion ilustrativa adicional, la GIcNAc terminal es conjugado con la Gal y GIcNAc se fucosilada
posteriormente con una fucosa modificado que lleva un resto de PEG.

El resto rico en manosa también se puede cortar de nuevo al primer G1cNAc unido a Asn del péptido. En un
ejemplo, GIcNAc del residuo GIcNAc-(Fuc)a se conjuga con el GIcNAc que porta un polimero soluble en agua. En
otro ejemplo, G1cNAc del residuo GlcNAc-(Fuc)a se modifica con Gal, que porta un polimero soluble en agua. En
una realizacion adicional mas, GIcNAc se modifica con Gal, seguido por conjugaciéon con Gal de un &cido sidlico
modificado con un resto de PEG.

Otras realizaciones ilustrativas se las publicaciones de solicitudes de patente US de propiedad comdn:
20040132640, 20040063911, 20040137557, solicitud de patente US Nros: 10/369, 979; 10/410, 913; 10/360, 770;
10/410, 945 y PCT/US02/32263.

Los ejemplos expuestos anteriormente proporcionan una ilustracion de la potencia de los métodos establecidos en la
presente. Usando los métodos descriptos en la presente, es posible “cortar de nuevo” y construir un residuo de
carbohidrato de sustancialmente cualquier estructura deseada. El azicar modificado se puede afiadir a los extremos
del resto de carbohidratos como se ha expuesto anteriormente, o puede ser intermedio entre el ndcleo y el péptido
terminal de los carbohidratos.

En una realizacion ilustrativa, un acido sidlico existente se elimina de un glicopéptido de G-CSF usando una
sialidasa, de este se desenmascara la totalidad o la mayor parte de los residuos de galactosilo subyacentes.
Alternativamente, un péptido o glicopéptido se marca con residuos de galactosa, o un resto oligosacarido que
termina en una unidad de galactosa. Después de la exposicion de o adicion de los residuos de galactosa, se utiliza
un sialiltransferasa apropiada para afiadir un acido sialico modificado. La estrategia se resume en el Esquema 1.

Esquema 1
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Glicoproteina
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CMP-SA-5-NHCOCH;NH—PEG(PPG)

SA-S-NHCOCH,NH-PEG
Glicoproteina G al

e
Q\Gal—-SA-ﬁ -NHCOCH,;NH-PEG

?al
SA-5-NHCOCH,NH-PEG

En otra estrategia adicional, que se resume en el Esquema 2, una funcionalidad reactiva enmascarada esta presente
en el acido sialico. El grupo reactivo enmascarado con preferencia no es afectado por las condiciones usadas para
unir el acido sialico modificado al G-CSF. Después de la unién covalente del acido sialico modificado al péptido G-

5 CSF, se retira el enmascaramiento y el péptido G-CSF se conjuga con un agente tal como PEG. El agente se
conjuga con el péptido de una manera especifica por su reaccién con el grupo reactivo desenmascarado en el resto
de azucar modificado.73

Esquema 2
Gal Glicoproteina
NH. Gal 7
\ : Q $A-5-NHCOCH, S SE
o--P~.;. Gal Gal
0 N:HH Sialilrasnferasa Q\GHI“SF\ 5- NHCOCst'
E1S-\Sr\n,NH Gal
A 5-NHCOCH,S-SEt
iSA'{J-NHCOCHgS‘PEG
Glicoproteina Gal

1. ditintreitol
S 2. PEG-halur PPG-halar
Gal—SA-5-NHCOCH,S-PEG e o e

Clial
SA-5-NHCOCH,S-PEG

10 Cualquier azucar modificado establecido en la presente se puede utilizar con su glicosiltransferasa apropiada, de
acuerdo con los azucares terminales de cadenas laterales de oligosacaridos del glicopéptido (Tabla 1). Como se
describié anteriormente, el aztcar terminal del glicopéptido requerido para la introduccién de la estructura PEGilada
se puede introducir naturalmente durante la expresion o se puede producir después de la expresion usando la
glicosidasa, glicosiltransferasa o la mezcla de glicosidasa y glicosiltransferasa adecuadas.
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También se describe un método donde UDP-galactosa—PEG UDP-galactosa-PEG se hace reaccionar con [31,4-
5 galactosiltransferasa de leche bovina, de este modo se transfiere la modo la galactosa modificada a la estructura de
N-acetilglucosamina terminal apropiado. Los residuos GIcNAc terminales del glicopéptido se pueden producir
durante la expresion, como puede ocurrir en sistemas de expresion tales como mamiferos, insectos, plantas u
hongos, pero también se puede producir por el tratamiento el glicopéptido con una sialidasa y/o glicosidasa y/o

glicosiltransferasa, segun se requiera.

10 También se describe un método donde una G1cNAc transferasa, como GNT1-5, se utiliza para transferir GIcN
pegilado a un residuo de manosa terminal en un glicopéptido. En otra realizacion ilustrativa mas, las estructuras de
glicanos ligadas a N y/u O se eliminan enzimaticamente de un glicopéptido para exponer un residuo aminoacido o
glicosilo terminal que es posteriormente conjugado con el azGcar modificado. Por ejemplo, un endoglicanasa se
utiliza para eliminar las estructuras ligadas a N de un glicopéptido para exponer un GlcNac terminal como GIcNAc-

15 unido-Asn en el glicopéptido. UDP-Gal-PEG y la galactosiltransferasa adecuada se utilizan para introducir la
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funcionalidad PEG-galactosa sobre el GIcNAc expuesto.

En una realizacién alternativa, se afiade el azlicar modificado directamente al esqueleto del péptido G-CSF usando
una glicosiltransferasa conocida para transferir residuos de azlcar al esqueleto del péptido. Esta realizacion
ilustrativa se expone en el Esquema 3. Las glicosiltransferasas ilustrativas incluyen, pero sin limitacién, GalNAc
transferasas (GalNAc T1-14), GIcNAc transferasas, fucosiltransferasas, glucosiltransferasas, xilosiltransferasas,
manosiltransferasas y similares. El uso de esta estrategia permite la adicién directa de azucares modificados en
péptidos que carecen de carbohidratos o, alternativamente, en los glicopéptidos existentes. En ambos casos, la
adicion del azucar modificado se produce en posiciones especificas del esqueleto peptidico, definido por la
especificidad de sustrato de la glicosiltransferasa y no de una manera aleatoria como ocurre durante la modificacién
del esqueleto peptidico de una proteina usando métodos quimicos. Se puede introducir una variedad de agentes en
las proteinas o glicopéptidos que carecen de la secuencia de péptido sustrato de glicosiltransferasa mediante la
manipulacion genética de la secuencia de aminoacidos apropiada en la cadena de polipéptido.

Esquema 3
Ho ,OH
[a] 0 Proteina o Glicoproteina
HO
NH
Q GalNH-CO(CH;3)sNH-PEG
oMM § 3 . o,_/ a (CHa)a
o 6_w:y _ S
GalNAc Transferasa : :
O (GalNAc T3) GalNH-CO(CH,){NH-PEG
NH
PEG

En cada uno de las realizaciones ilustrativas expuestas anteriormente, una 0 mas etapas de modificacién quimica
adicional o enzimaticas se pueden utilizar después de la conjugacion del azicar modificado al péptido. En una
realizacién ilustrativa, una enzima (por ejemplo, fucosiltransferasa) se utiliza para afiadir una unidad de glicosilo (por
ejemplo, fucosa) sobre el azlcar modificado terminal unido al péptido G-CSF. En otro ejemplo, una reaccion
enzimatica se utiliza para sitios “capuchén” en los que el azicar modificado no se logré conjugar. Alternativamente,
una reaccién quimica se utiliza para alterar la estructura del aztcar modificado conjugado. Por ejemplo, el aztcar
modificado conjugado se hace reaccionar con agentes que estabilizan o desestabilizan su unién con el componente
de péptido al que esta unido el azdcar modificado. En otro ejemplo, un componente del azGcar modificado se
desprotege después de su conjugacion con el péptido. Un experto apreciard que hay una gran variedad de
procedimientos enzimaticos y quimicos que son utiles en los métodos de la invencién en una etapa después que el
azucar modificado se conjuga al péptido G-CSF. La elaboracion adicional del conjugado de azuUcar modificado-
péptido esta dentro del alcance de la invencion.

Enzimas

Ademas de las enzimas descriptas anteriormente en el contexto de la formacién del conjugado ligado a acilo, el
patrén de glicosilacion del conjugado y los sustratos de partida (por ejemplo, péptidos, lipidos) se puede elaborar,
cortar de nuevo o modificar de otro modo por métodos que utilizan otras enzimas. Los métodos de remodelacion de
péptidos y lipidos usando enzimas que transfieren un donante de azlcar a un aceptor se describen con mayor
detalle en DeFrees, WO 03/031464 A2, publicado el 17 de abril de 2003. Un breve resumen de las enzimas
seleccionadas de uso en el presente método se expone a continuacion.

Glicosiltransferasas

Las glicosiltransferasas catalizan la adicién de azlcares activados (donante de azicares NDP o NMP), de una en
etapas, a una proteina, glicopéptido, lipido o glicolipido o al extremo no reductor de un oligosacérido en crecimiento.
Los glicopéptidos N-ligados se sintetizan a través de una transferasa y un donante oligosacarido ligado a lipidos Dol-
PP- NAG,GlcsMang en una transferencia de bloque es seguido por el recorte del ndcleo. En este caso, la naturaleza
del “ndcleo” del sacarido es algo diferente de las posteriores uniones. Un gran nimero de glicosiltransferasas son
conocidas en la técnica.

La glicosiltransferasa para ser utilizado en la presente invencion puede ser cualquiera siempre que pueda utilizar el
azucar modificado como un donante de azlcar. Los ejemplos de tales enzimas incluyen glicosiltransferasa de la via
de Leloir, tal como galactosiltransferasa, N-acetil glucosaminiltransferasa, N-acetilgalactosaminiltransferasa,
fucosiltransferasa, sialiltransferasa, mannosiltransferasa, xilosiltransferasa, glucurononiltransferasa y similares.

Para la sintesis enzimaticas de sacaridos que implican reacciones de glicosiltransferasa, la glicosiltransferasa se
puede clonar o aislar de cualquier fuente. Muchas glicosiltransferasas clonadas son conocidas, al igual que sus

45



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2422 187 T3

secuencias de polinucleétidos. Ver, por ejemplo, “The WWW Guide To Cloned Glicosiltransferasas”,
(http://www.vei.co.uk/TGN/gt guide.htm). Las secuencias de aminoacidos de la glicosiltransferasa y secuencias de
nucleétidos que codifican las glicosiltransferasas de las cuales se pueden deducir las secuencias de aminoacidos
también se hallan en varias bases de datos disponibles al publico, que incluyen GenBank, Swiss—Prot, EMBL, y
otras.

Las glicosiltransferasas que se pueden emplear en los métodos de la invencién incluyen, pero sin limitacion,
galactosiltransferasas, fucosiltransferasas, glucosiltransferasas, N-—acetilgalactosaminiltransferasas, N-
aeetilglucosaminiltransferasas, glucuroniltransferasas, sialiltransferasas, mannosiltransferasas, transferasas acido
glucurodnico, trasnfersasas de acido galacturdnico, y oligosacariltransferasas. Las glicosiltransferasas las obtenidas
de eucariotas, asi como de procariotas.

Las glicosiltransferasas que codifican ADN se pueden obtener por sintesis quimica, mediante la identificacion de
transcriptos inversos de ARNm a partir de células o de cultivos de lineas celulares adecuados, mediante la
identificacion de bibliotecas gendmicas a partir de células apropiadas, o por combinaciones de estos procedimientos.
La deteccion de ARNm o ADN genémico se puede llevara cabo con sondas de oligonucleétidos generadas a partir
de la secuencia génicas de las glicosiltransferasas. Las sondas se pueden marcar con un grupo detectable tal como
un grupo fluorescente, un atomo radioactivo o un grupo quimioluminiscente de acuerdo con los procedimientos
conocidos y utilizados en ensayos de hibridaciéon convencionales. En forma alternativa, las secuencias de genes de
las glicosiltransferasas se pueden obtener mediante el uso del procedimiento de la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR), con los cebadores de oligonucle6tidos de PCR que se producen a partir de la secuencia génica
de las glicosiltransferasas. Ver, P patente US N.° 4.683.195 de Mullis et al. y patente US N.° 4.683.202 de Mullis.

La glicosiltransferasa se puede sintetizar en células huésped transformadas con vectores que contienen ADN que
codifican la enzima glicosiltransferasa. Los vectores se utilizan ya sea para amplificar el ADN que codifica la enzima
glicosiltransferasas y/o para expresar ADN que codifica la enzima glicosiltransferasas. Un vector de expresion es un
constructo de ADN replicable en la que una secuencia de ADN que codifica las enzimas glicosiltransferasas esta
unido operativamente a secuencias de control adecuadas capaces de efectuar la expresion de la enzima
glicosiltransferases en un huésped adecuado. La necesidad de tales secuencias de control variara de acuerdo con el
huésped seleccionado y el método de transformacion elegido. Generalmente, las secuencias de control incluyen un
promotor transcripcional, una secuencia operativa opcional para controlar la transcripcion, una secuencia que
codifica sitios de unién ribosémica de ARNm adecuados y secuencias que controlan la terminacién de la
transcripcion y traduccion. Los vectores de amplificacién no requieren dominios de control de la expresion. Todo lo
gue se necesita es la capacidad de replicarse en un huésped, generalmente conferida por un origen de replicacion, y
un gen de seleccién para facilitar el reconocimiento de los transformantes.

En una realizacion ilustrativa, la invencidén utiliza una enzima procariética. Tales glicosiltransferasas incluyen
enzimas implicadas en la sintesis de lipooligosacaridos (LOS), que son producidas por muchas bacterias gram
negativas (Preston et al Critical Reviews in Microbiology 23 (3):. 139-180 (1996)). Tales enzimas incluyen, pero sin
limitacion, las proteinas de los operones rfa de especies tales como E. coli y Salmonella typhimurium, que incluyen
una B1,6-galactosiltransferasa y una B1,3-galactosiltransferasa (ver, por ejemplo, nimeros de acceso de EMBL
M80599 y M86935 (E. coli); EMBL N ° de Acceso 556361 (S. typhimurium)), una glucosiltransferasa (Swiss-Prot N ©
de Acceso P25740 (E. coli), una (1,2- glucosiltransferasa (rfaJ) (Swiss-Prot “N.° de Acceso P27129 (E. coli) y de
acceso Swiss-Prot N © P19817 (S. typhimurium)), y una B1,2 N-acetilglucosaminiltransferasa (rfaK) (EMBL n ° de
acceso U00039 (E.coli). Otros glicosiltransferasas en las que se conocen las secuencias de aminodacidos incluyen
las que estan codificadas por operones tales como rfaB, que se han caracterizado en los organismos, tales como
Klebsiella pneumoniae, E. coli, Salmonella typhimurium, Salmonella enterica, Yersinia enterocolitica, Mycobacterium
leprosum, y el operén rhl de Pseudomonas aeruginosa.

También es adecuado para usar en la presente invencion las glicosiltransferasas que estan implicadas en las
estructuras productoras que contienen lacto-N-neotetraosa, D- galactosﬂ -1,4-N-acetil-D-glucosaminil- p-1 ,3-D-
galactosil- B-1,4-D-glucosa, y la secuencia del trisacarido del grupo P* de asngre, D-galactosil-a-1,4-D-galactosil- B-
1,4-D-glucosa, que han sido identificados en LOS de los patégenos de la mucosa Neisseria gonnorhoeae y N.
meningitidis (Scholten et al, J. Med. Microbiol 41. 236-243 (1994)). Los genes de N. meningitidis y N. gonorrhoeae
que codifican las glicosiltransferasas implicadas en la biosintesis de estas estructuras se han identificado a partir de
los inmunotipos L3 y LI de N. meningitidis (Jennings et al., Mol. Microbiol. 18: 729-740 (1995)) y la mutante de N.
gonorrhoeae F62 (Gotshlich, J. Exp. Med. 180: 2181-2190 (1994)). En N. meningitidis, un locus que consiste en tres
genes, IgtA, IGtB e IgE, codifica las enzimas glicosiltransferasa necesarias para la adiciéon de los tres ultimos de los
azlUcares de la cadena de lacto-N-neotetralosa (Wakarchuk et al., J. Biol. Chem. 271: 19166-73 (1996)).
Recientemente se demostrd la actividad enzimatica del producto génico de IgtB e IgtA, lo que proporciona la primera
evidencia directa de su funcién de glicosiltransferasa propuesta (Wakarchuk et al, J. Biol. Chem. 271 (45): 28271-
276 (1996)). En N. gonorrhoeae, hay dos genes adicionales, IgtD que afiade B-D-GalNAc en la posicion 3 de la
galactosa terminal de la estructura lacto-N- neotetraosa e IgtC que afiade un a-D-Gal terminal al elemento de lactosa
de un LOS truncado, de este modo se crea la estructura de antigeno del grupo sanguineo pX (Gotshllch (1994),
supra.). En N. meningitidis, un inmunotipo L1 separado también expresa el antigeno de grupo sanguineo pX y se ha
demostrado que lleva a un gen IgtC (Jennings et al., (1995), supra.). Las glicosiltransferasas de Neisseria y los
genes asociados también se describe en USPN 5.545.553 (Gotschlich). Los genes para a-1,2-fucosiltransferasa y a-
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1,3-fucosiltransferasa de Helicobacter pylori también se han caracterizado (Martin et al, J. Biol. Chem. 272:. 21349 a
21356 (1997)). También se usan en la presente invencién las glicosiltransferasas de Campylobacter jejuni (ver, por
ejemplo, 10 http://afmb.cnrs-mrs.fr/~pedro/CAZY/gtf _42.html).

Fucosiltransferasas

En algunas realizaciones, una glicosiltransferasa utilizada en el método de la invencion es una fucosiltransferasa.
Las fucosiltransferasas son conocidas por los expertos en la técnica. Los ejemplos de fucosiltransferasas incluyen
enzimas, que transfieren L-fucosa de GDP-fucosa a una posicion hidroxi de un azlcar aceptor. Las
fucosiltransferasas que transfieren azlcares no nucleétidos a un aceptor también se usan en la presente invencion.

En algunas realizaciones, el azlcar aceptor es, por ejemplo, la GIcNAc en un grupo Gal(1—3,4) G1cNAcB en un
glicosido oligosacarido. Las fucosiltransferasas adecuadas para esta reaccién incluyen el Galf(1—3,4) G1cNAcp1-
a(1—3,4) fucosiltransferasa (FTIII N © EC 2.4.1.65), que se caracterizé primero a partir de leche humana (ver, Palcic,
y col, Carbohydrate Res. 190: 1-11 (1989); Prieels, et al, J. Biol. Chem. 256:. 10.456-10.463 (1981), y Nufiez, y otros,
Can J. Chem. 59: 2086-2095 (1981)) y Galp(1—4) G1cNAcB -fucosiltransferasas (FTIV, FTV, FTVI) que se
encuentran en el suero humano. FTVII (EC N ° 2.4.1.65), a-sialil a (2—3) Galp ((1—3) G1cNAcp1 fucosiltransferasa,
también se ha caracterizado. Una forma recombinante de la Galf(1—3,4) G1cNAcBl-a(1—3,4) fucosiltransferasa
también se ha caracterizado (ver,

Dumas, et al., Bioorg., Med. Letters 1: 425-428, (1991) y Kukowska—Latallo, et al., Genes y Development 4: 1288—
1303 (1990)). Otras fucosiltransferasas ilustrativas incluyen, por ejemplo, a 1,2-fucosiltransferasa (EC N °© 2.4.1.69).
La fucosilaciéon enzimatica puede llevarse a cabo por los métodos descriptos en Mollicone, et al., Eur. J. Biochem.
191: 169-176 (1990) o patente US N.° 5.374.655. Las células que se usan para producir una fucosiltransferasa
también incluirdn un sistema enzimatico para sintetizar GDP—fucosa.

Galactosiltransferasas

En otro grupo de realizaciones, la glicosiltransferasa es una galactosiltransferasa. Las galactosiltransferasas
ilustrativas incluyen a(1,3)-galactosiltransferasas (E.C. No. 2.4.1.151, see, por ejemplo, Dabkowski et al., Transplant
Proc. 25:2921 (1993) y Yamamoto et al. Nature 345: 229-233 (1990), ovina (GenBank j04989, Joziasse et al., J.
Biol. Chem. 264: 14290-14297 (1989)), murina (GenBank m26925; Larsen et al., Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 86:
8227-8231 (1989)), porcina (GenBank L36152; Strahan et al., Immunogenetics 41: 101-105 (1995)). Otra a(1,3)-
galactosiltransferasa es la que esta involucrada en la sintesis del antigeno del grupo sanguineo B (EC 2.4.1.37,
Yamamoto et al., J. Biol. Chem. 265: 1146— 1151 (1990) (humano)). Otra galactosiltransferasa ilustrativa adicional es
Gal-TI del nucleo.

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

Sialiltransferasas

Las sialiltransferasas son otro tipo de glicosiltransferasa que son utiles en las células recombinantes y mezclas de
reaccion de la invencion. Las células que producen sialiltransferasas recombinantes también seran producir CMP-
acido sidlico, que es un donante de acido sialico para sialiltransferasas. Los ejemplos de sialiltransferasas que son
adecuados para usar en la presente invencion incluyen ST3Gal Ill (por ejemplo, ST3Gal Ill de rata o humana),
ST3Gal IV, ST3Gal I, ST3Galll, ST6Gal I, ST3Gal V, ST6Gal Il, ST6GalNac I, ST6GalNac I, y ST6GalNac Il (la
nomenclatura sialiltransferasa usada en la presente es como se describe en Tsuji et al., Glycobiology 6: v—xiv
(1996)).Una a (2,3) sialiltransferasa denominada como un a (2,3) sialiltransferasa (EC 2.4.99.6) transfiere acido
sidlico al Gal no reductor terminal de un discarido Galf1—3Gle o glicésido. Ver, Van den Eijnden et al., J. Biol.
Chem. 256: 3159 (1981), Weinstein et al., J. Biol. Chem. 257: 13845 (1982) y Wen et al., J Biot Chem. 267: 21011
(1992). Otra a (2,3)-sialiltransferasa (EC 2.4.99.4) transfiere acido siélico al al Gal no reductor terminal del discarido
o glicésido. Ver, Rearick et at, J. Biol. Chem. 254: 4444 (1979) y Gillespie et al., J. Biol. Chem. 267: 21004 (1992).
Otras enzimas ilustrativas incluyen Gal—-3-1,4—GIcNAc ao-2,6-sialiltransferasa (Ver, Kurosawa et al. Eur. J. Biochem.
219: 375-381 (1994)).

Con preferencia, para la glicosilacion de carbohidratos de glicopéptidos la sialiltransferasa podra transferir acido
sidlico a la secuencia de GalP1,4G1cNAc-, la secuencia penultima mas comin que subyace al acido sialico terminal
en las estructuras de carbohidratos totalmente sialiladas (ver, la Tabla 2).

Tabla 2: Sialiltransferasas que usan la secuencia Ga  I81,4G1cNAc como un sustrato aceptor
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Sialiltransferasa Fuente Secuencias formadas Ref.

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

ST3Gal Il Mamifero NeuAca2,3Galf1,4GICNAc— 1
NeuAca2,3GalB1,3GICNAc-

ST3Gal IV Mamifero NeuAca2,3GalBf1,4G1CNAc— 1
NeuAca2,3GalB1,3GICNAc-

ST6Gal I Mamifero NeuAca2,6Gal01,4GICNA

ST6Gal Il fotobacterias NeuAca2,6GalB1,4GICNAc- 2

ST3Gal V N. meningitides N. gonorrhoeae NeuAca2,3GalB1,4GICNAc— 3

1) Goochee et al., Bio/Technology 9: 1347-1355 (1991)

2) Yamamoto et al., J. Biochem. 120: 104-110 (1996)

3) Gilbert et al., J. Biol. Chem. 271: 28271-28276 (1996)

Un ejemplo de una sialiltransferasa que es util en los métodos reivindicados es ST3Gal lll, que también se denomina
como a2,3sialiltransferasa (EC 2.4.99.6). Esta enzima cataliza la transferencia de acido sidlico al Gal de un
GalB1,3GIcNAc o GalB1,4GIcNAc glicosido (ver, por ejemplo, Wen et al., J. Biol. Chem. 267: 21011 (1992); Van den
Eijnden et al., J Biol. Chem. 256: 3159 (1991)) y es responsable de la sialilacion de oligosacaridos unidos a
asparagina en los glicopéptidos. El acido sialico se une a Gal con la formaciéon de una unién a entre los dos
sacaridos. El enlace (unién) entre los sacaridos es entre la posicion 2 de NeuAc y la posicidn 3 de Gal. Esta enzima
particular se puede aislar de higado de rata (Weinstein et al., J. Biol. Chem. 257: 13845 (1982)); el ANDc humano
(Sasaki et al. (1993) J Biol. Chem. 268: 22782—-22787; Kitagawa & Paulson (1994) J. Biol. Chem. 269: 1394-1401) y
las secuencias de AND gendmico (Kitagawa et al. (1996) J. Biol. Chem. 271: 931-938) son conocidas, lo que facilita
la produccién de esta enzima por la expresion recombinante. En una realizacion preferida, los métodos de sialilacion
usan una ST3Gal lll de rata.

Otras sialiltransferasas ilustrativas de uso en la presente invencion incluyen las aisladas de Campylobacter jejuni,
que incluyen CST-l y CST-I1 y las que forman uniones a(2,3). Ver, por ejemplo, W0O99/49051.

Las sialiltransferasas diferentes de las que se enumeran en la Tabla 2, también son Utiles en un proceso de gran
escala econémico y eficiente para la sialilacion de glucopéptidos comercialmente importantes. A modo de prueba
simple para encontrar la utilidad de estas otras enzimas, diversas cantidades de cada enzima (1-100 mU/mg de
proteina) se hacen reaccionar con asialo-al AGP (a 1-10 mg/ml) para comparar la capacidad de la sialiltransferasa
de interés para sialilar glicopéptidos con respecto a cualquiera de las ST6Gal |, ST3Gal Il bovinas 0 ambas
sialiltransferasas. Alternativamente, otros glicopéptidos o glucopéptidos, u oligosacaridos N-ligados liberados
enzimaticamente del esqueleto peptidico se pueden utilizar en lugar de asialo-al AGP para esta evaluacion. Las
sialiltransferasas con la capacidad de sialilar los oligosacaridos ligados a N de glicopéptidos mas eficientemente que
ST6Gal | son (tiles en un proceso practico a gran escala para la sialilacion del péptido.

Estas y otras sialiltransferasas se exponen en la Figura. 11, que es una tabla de sialil transferasas que son Utiles
para la transferencia de un aceptor de la especie de acido sidlico modificados expuestos en la presentes y acido
sidlico no modificado.

GalNac transferasas

Las N-acetilgalactosaminiltransferasas s usan en la practica de la presente invencion, en particular para la unién de
un resto GalNAc a un aminoacido del sitio de glicosilacion ligado a O del péptido. Las N-
acetilgalactosaminiltransferasas adecuadas incluyen, pero sin limitacion, a(1,3) N-acetilgalactosaminiltransferasa, -
1,4) N-acetilgalactosaminiltransferasas (Nagata et al., J. Biol. Chem. 267: 12082-12089 (1992) y Smith et al., J. Biol
Chem. 269: 15162 (1994)) y polipéptido de Nacetilgalactosaminiltransferasa (Noma et al., J. Biol. Chem. 268: 12609
(1993)).

La produccion de proteinas tales como la enzima GalNAc Ti.xx a partir de genes clonados mediante ingenieria
genética es bien conocida. Ver, por ejemplo., patente US N.° 4.761.371. Un método implica la recoleccion de
muestras suficientes, a continuacion se determina la secuencia de aminoacidos de la enzima por secuenciacion N-
terminal. Esta informacion se utiliza luego para aislar un clon de ADNc que codifica una transferasa de longitud
completa (unidos a la membrana) que después de la expresion en la linea celular de insecto Sf9 dio como resultado
la sintesis de una enzima totalmente activa.

La especificidad de aceptor de la enzima luego se determina, utilizando un analisis semicuantitativa de los
aminoéacidos que rodean los sitios de glicosilacion conocidos en 16 proteinas diferentes seguido por estudios de
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glicosilacion in vitro de péptidos sintéticos. Este trabajo ha demostrado que ciertos residuos de aminoacidos estan
sobrerrepresentados en los segmentos de péptidos glicosilados y que los residuos en las posiciones especificas que
rodean a los residuos de serina y treonina glicosilados pueden tener una influencia mas marcada en la eficiencia
aceptora que los otros restos de aminoacidos.

Glicosiltransferasas unida a las células

En otra realizacion, las enzimas utilizadas en el método de la invencién son glicosiltransferasas unidos a células.
Aunque muchas glicosiltransferasas solubles son conocidas (Ver, por ejemplo, patente US N.° 5.032.519), las
glicosiltransferasas estan generalmente unidas a membrana cuando se asocian con las células. Muchas de las
enzimas unidas a la membrana estudiadas hasta ahora se consideran proteinas intrinsecas, es decir, que no se
liberan de las membranas por tratamiento por sonicacién y requieren detergentes para la solubilizacion. Las
glicosiltransferasas de superficie se han identificado en las superficies de las células de vertebrados e invertebrados,
y también se ha reconocido que estas transferasas superficiales mantienen la actividad catalitica en condiciones
fisiolégicas. Sin embargo, la funcidn mas reconocida de las glucosiltransferasas de la superficie celular es el
reconocimiento intercelular (Roth, MOLECULAR APPROACHES TO SUPRACELLULAR FENOMENA, 1990).

Se han desarrollado métodos para alterar las glicosiltransferasas expresadas por las células. Por ejemplo Larsen et
al., Proc. Nall. Acad. Sci. USA 86: 8227-8231 (1989), informan un método genético para aislar secuencias de ADNc
clonados que determinan la expresion de estructuras de oligosacaridos de la superficie celular y sus
glicosiltransferasas cognadas. Una biblioteca de ADNc generada a partir de ARNm aislado de una linea celular
murina se sabe que expresan UDP-galactosa: [(-D-galactosil-1,4-N-acetil-D-glucosaminida a-1,3-
galactosiltransferasa se transfecté en células COS-1. Las células transfectadas se cultivaron y analizaron para
determinar la actividad de a-1,3-galactosiltransferasa.

Francisco et al., Proc. Nail. Acad. Sci. USA 89: 2713-2717 (1992), describen un método de anclaje de B-lactamasa a
la superficie externa de Escherichia coll. Una fusion tripartita que consiste en (i) una secuencia sefial de una proteina
de membrana externa, (ii) una seccién que abarca la membrana de una proteina de membrana externa, y (iii)) se
produce una secuencia B-lactamasa madura completa que genera una molécula de B-lactamasa unida a la superficie
activa. Sin embargo, el método Francisco se limita sélo a sistemas de células procariotas y como es reconocido por
los autores, requiere la fusion tripartita completa para el funcionamiento apropiado.

Sulfotransferasas

La invencion también proporciona métodos para producir péptidos que incluyen- moléculas sulfatadas, incluyendo,
por ejemplo, polisacaridos sulfatados tales como heparina, sulfato de heparano, carragenano, y compuestos
relacionados. Las sulfotransferasas adecuadas incluyen, por ejemplo, condroitin-6-sulfotransferasa (ADNc de pollo
descripto por Fukuta et al, J. Biol. Chem. 270: 18.575-18580 (1995); GenBank N.° de acceso D49915),
glicosaminoglicano N-acetilglucosamina N-desacetilasa/N-sulfotransferasa 1 (Dixon et al., Genomics 26: 239-241
(1995); UL18918)y glicosaminoglican N-acetilglucosamina N-desacetilasa/N—sulfotransferasa 2 (ADNc marino
descripto en Orellana et al., J. Biol. Chem. 269: 2270-2276 (1994) y Eriksson et al., J. Biol. Chem. 269: 10438—
10443 (1994); ADNc humano descripto en GenBank N.° de acceso U2304).

Glicosidasas

Esta invencion también abarca el uso de glicosidasas de tipo salvaje y mutante. Se ha demostrado que las enzimas
B-galactosidasa mutantes catalizan la formacion de disacéaridos a través del acoplamiento de un fluoruro de a-
glicosilo a una molécula aceptora de galactosilo. (Withers, patente U.S, N.° 6.284.494;. presentado el 4 de
septiembre de 2001). Otros glicosidasas de uso en esta invencion incluyen, por ejemplo, B-glucosidasas, B-
galactosidasas, B-manosidasas, B- acetil glucosaminidasas, B-N-acetil-galactosaminidasas, pB-xilosidasas, -
fucosidasas, celulasas, xilanasas, galactanasas, mananasas, hemicelulasas, amilasas, glucoamilasas, a-
glucosidasas, a-galactosidasas, a-manosidasas, a-N-acetil-glucosaminidasas, a-N-acetil-galactosa-aminidas, a-
xilosidasas, a-fucosidasas y neuraminidasas/sialidasas.

Enzimas inmovilizadas

La presente invencion también proporciona el uso de enzimas que estan inmovilizadas sobre un soporte sélido y/o
soluble. En una realizacién ilustrativa, se proporciona una glicosiltransferasa que estd conjugada con un PEG a
través de un ligador de glicosilo intacto de acuerdo con los métodos de la invencion. El conjugado de PEG-ligador-
enzima esta unido opcionalmente a un soporte sélido. El uso de enzimas con soporte sélido en los métodos de la
invencion simplifica el desarrollo de la mezcla de reaccion y la purificacion del producto de reaccién, y también
permite la recuperacién facil de la enzima. El conjugado de glicosiltransferasa se utiliza en los métodos de la
invencion. Otras combinaciones de enzimas y soportes seran evidentes para los expertos en la técnica.

Proteinas de fusion
En otras realizaciones ilustrativas, los métodos de la invencion utilizan proteinas de fusidon que tienen mas de una

actividad enzimatica que esta implicada en la sintesis de un conjugado de glicopéptido deseado. Los polipéptidos de
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fusion pueden estar compuestos de, por ejemplo, un dominio cataliticamente activo de una glicosiltransferasa que
esté unido a un dominio cataliticamente activo de una enzima accesoria. El dominio catalitico de la enzima accesoria
por ejemplo, puede catalizar un paso en la formacién de un azlcar de nucleétidos que es un donante para la
glicosiltransferasa, o catalizar una reaccion involucrado en un ciclo de glicosiltransferasa. Por ejemplo, un
polinucleétido que codifica una glicosiltransferasa se pueden unir, en marco, a un polinucleétido que codifica una
enzima implicada en la sintesis de nucleétidos de azlcar. La proteina de fusién resultante luego puede catalizar no
solo la sintesis del azlcar de nucledtido, sino también la transferencia del resto de azlcar a la molécula aceptora. La
proteina de fusion puede ser de dos o0 mas enzimas del ciclo ligadas en una secuencia de nucleétidos expresable.
En otras realizaciones, la proteina de fusién incluye los dominios cataliticamente activos de dos o mas
glicosiltransferasas. Ver, por ejemplo, 5.641.668. Los glicopéptidos modificados de la presente invenciéon pueden
disefarse y fabricarse facilmente utilizando diversas proteinas de fusién adecuadas (ver, por ejemplo, la Solicitud de
patente PCT PCT/CA98/01180, que se publicé como WO 99/31224 el 24 de junio de 1999).

Preparacion de aztcares modificados

En general, el resto de azlcar o casete del resto de azlcar-ligador y los grupos del casete de PEG o PEG-ligador
estan unidos entre si mediante el uso de grupos reactivos, que se transforman normalmente por el proceso de unién
en un nuevo grupo funcional organico o especies no reactivo. El grupo funcional reactivo azlcar se ubica en
cualquier posicion en el resto de azucar. Los grupos reactivos y las clases de reacciones utiles en la practica de la
presente invencion son generalmente los que son bien conocidos en la técnica de la quimica de bioconjugados.
Actualmente las clases de reacciones favorecidas disponibles con restos de azucar reactivos son las que proceden
en condiciones relativamente moderadas. Estos incluyen, pero sin limitacion las sustituciones de nucleofilicas (por
ejemplo, reacciones de aminas y alcoholes con haluros de acilo, ésteres activos), sustituciones electrofilicas (por
ejemplo, reacciones de enamina) y adiciones a enlaces mlltiples de carbono-carbono y carbono-heteroatomo (por
ejemplo, reaccion de adicién de Michael, Diels-Alder). Estas y otras reacciones Utiles se discuten en, por ejemplo,
March, ADVANCED ORGANIC CHEMISTRY, 3rd Ed., John Wiley & Sons, New York, 1985; Hermanson,
BIOCONJUGATE TECHNIQUES, Academic Press, San Diego, 1996; y Feeney et al., MODIFICATION OF
PROTEINS; Advances in Chemistry Series, Vol. 198, American Chemical Society, Washington, D.C., 1982.

Los grupos funcionales reactivos Utiles laterales de un nucleo de azucar o grupo de modificacién, incluyen, pero sin
limitacion:

(a) grupos carboxilo y diversos derivados de estos que incluyen, pero sin limitacion, ésteres de N-hidroxisuccinimida,
ésteres de N-hidroxibenzotriazol, haluros de acido, imidazoles de acilo, tioésteres, ésteres de p-nitrofenilo, ésteres
de alquilo, alquenilo, alquinilo y aromaticos;

(b) grupos hidroxilo, que se pueden convertir en, por ejemplo, ésteres, éteres, aldehidos, etc.;

(c) grupos haloalquilo, en el que el haluro puede ser desplazados mas tarde con un grupo nucledfilo, tal como, por
ejemplo, una amina, un anién carboxilato, anion tiol, carbanién, o un ion alcéxido, de este modo se produce la uniéon
covalente de un grupo nuevo en el grupo funcional del atomo de halégeno;

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

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

(f) grupos haluro de sulfonilo para la posterior reacciéon con aminas, por ejemplo, para formar sulfonamidas;
(9) grupos tiol, que se pueden convertir, por ejemplo, en disulfuros o reaccionar con haluros de acilo;

(h) grupos amina o sulfhidrilo, que pueden estar, por ejemplo, acilados, alquilados u oxidados;

() alguenos, que pueden experimentar, por ejemplo, cicloadiciones, acilacion, adicion de Michael, etc.; y

() epdxidos, que pueden reaccionar con, por ejemplo, compuestos de aminas e hidroxilo.

Los grupos funcionales reactivos se pueden elegir de manera tal que no participan en, o interfieren en las reacciones
necesarias para ensamblar el nicleo de azucar reactivo o grupo modificador. Alternativamente, un grupo funcional
reactivo se puede proteger de la participaciéon en la reaccion mediante la presencia de un grupo protector. Los
expertos en el arte entienden como proteger a un grupo funcional particular de tal manera que no interfiera en un
conjunto determinado de condiciones de reaccion. Para ejemplos de grupos protectores utiles, ver, por ejemplo,
Greene et al., PROTECTIVE GROUPS IN ORGANIC SYNTHESIS, John Wiley & Sons, New York, 1991.

En la siguiente discusion, se expone una serie de ejemplos especificos de azUcares modificados que son Utiles en la

practica de la presente invencion. En las realizaciones ilustrativas, un derivado de acido sialico se utiliza como el
nucleo de azucar al que esta unido el grupo modificador. El foco de la discusion sobre los derivados de acido sidlico
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es para clarificar la ilustracion solamente y no se debe interpretar como limitacién del alcance de la invencion. Los
expertos en la técnica apreciaran que una variedad de otros restos de azucar se pueden activar y derivatizar de una
manera analoga a la expuesta usando acido sialico como un ejemplo. Por ejemplo, estan disponibles numerosos
métodos para la modificacion de galactosa, glucosa, N-acetilgalactosamina y fucosa para nombrar unos pocos
sustratos de azUcar, que se modifican facilmente por métodos reconocidos en la técnica. Ver, por ejemplo, Elhalabi
et al., Curr. Med. Chem. 6: 93 (1999); y Schafer et al., J. Org. Chem. 65: realizacion ilustrativas (2000)).

En una realizacion ilustrativa, el péptido G-CSF que se modifica por un método de la invencion es un glicopéptido
que se produce en células de mamifero (por ejemplo, células CHO) o en un animal transgénico y, por tanto, contiene
cadenas de oligosacaridos ligadas a N y/u O, que se sialilan en forma incompleta. Las cadenas de oligosacaridos del
glicopéptido que carece de un acido sidlico y que contiene un residuo de galactosa terminal se puede PEGilar,
PPGilar o modificar de otro modo con un &cido sialico modificado.

En el Esquema 4, el amino-glicésido 1, se trata con el éster activo de un derivado de aminoacido protegido (por
ejemplo, glicina), se convierte el residuo de azlcar en el aducto de amida del aminoacido protegido correspondiente.
El aducto se trata con una aldolasa para formar un a-hidroxi carboxilato 2. EI Compuesto 2 se convierte en el
derivado CMP correspondiente por la accion de CMP-SA sintetasa, seguido de la hidrogenacion catalitica del
derivado CMP para producir el compuesto 3. La amina introducida por medio de la formacién del aducto de glicina
se utiliza como un locus de union de PEG por reaccién del compuesto 3 con un derivado de PEG o PPG activado
(por ejemplo, PEG-C(O)NHS, PEG-OC (O)O-p-nitrofenilo), que produce especies tales como 4 o 5, respectivamente.

Esquema 4

OH 1. CMP-SA sintetasa CP

HO NHy 1 Z-Glicina—NHS HO oH 2 HoPd/C
HO 2. NeuAc Aldolasa, piruvato  HO =i O *Na
HO - » !

= L, NH— 4
N
OH H’\g ) J
l. NH; MH3
— - N
"'\N 0 ,h.
g i Il M
.:.—-F'-o v i ' 0=F~0\0 7
..Ha PEG-C-NHS HO oH 6"'Na
- HO = 0 O *'N
Gg HO = 0 Na HO OH H 2 HO OH
PE NH ”JN’-\I-I"N CH
o

ﬁ
CMP-_SA-S-N HCOCH-NH—PEG

PEG-0C(0}0-pNPC  CMP-SA-5-NHCOCHsNH;

CMP-SA-3-NHCOCH;NH—C(0)O-PEG

La Tabla 3 expone los ejemplos representativos de monofosfatos de azlcar que se derivatizan con un resto de PEG.
Ciertos compuestos de la Tabla 3 se preparan por el método del Esquema 4. Otros derivados se preparan por
métodos reconocidos en la técnica. Ver, por ejemplo, Keppler et al., Glycobiology 11: 11 R (2001); y Charter et al.,
Glycobiology 10: 1049 (2000)). Otros analogos de PEG y PPG reactivos con amina estan disponibles en el comercio,
o0 se pueden preparar por métodos facilmente accesibles para los expertos en la técnica.

Tabla 3
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Los fosfatos de azlUcar modificado Utiles en la practica de la presente invencion se pueden sustituir en otras

posiciones asi como los expuestos anteriormente. Las sustituciones preferidas actualmente de acido sidlico se
exponen en la siguiente formula:

En que X es un grupo de unién, que se selecciona con preferencia de —O—, -N(H)—, =S, —CH2>—, y N(R)2, en que
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cada R es un miembro seleccionado de modo independiente de R!-R®. Los simbolos Y, Z, A y B representan un
grupo que se selecciona del grupo expuesto anteriormente para la identidad de X. X, Y, Z, Ay B se seleccionan de
modo independiente, y en consecuencia, pueden ser iguales o diferentes. Los simbolos R*, R?>, R®, R* y R®
representan H, un resto de PEG, residuo terapéutico, biomolécula u otro resto. Alternativamente, estos simbolos
representan un ligador que se une a un resto de PEG, residuo terapéutico biomolécula u otro resto.

Los ejemplos de restos unidos a los conjugados descriptos en la presente incluyen los derivados de PEG que se
describen en las reivindicaciones (por ejemplo, acilo-PEG, acil-alquil-PEG, alquil-acil-PEG, carbamoil-PEG, aril—
PEG). Los métodos de conjugacion de los diversos grupos modificadores a un resto de sacarido son de facil acceso
para los expertos en la técnica (POLY (ETHYLENE GLYCOL CHEMISTRY : BIOTECHNICAL AND BIOMEDICAL
APPLICATIONS, J. Milton Harris, Ed., Plenum Pub. Corp., 1992; POLY (ETHYLENE GLYCOL) CHEMICAL AND
BIOLOGICAL APPLICATIONS, J. Milton Harris, Ed., ACS Symposium Series No. 680TAmerican Chemical Society,
1997; Hermanson, BIOCONJUGATE TECHNIQUES, Academic Press, San Diego, 1996; y Dunn el al., Eds.
POLYMERIC DRUGS AND DRUG DELIVERY SYSTEMS, ACS Symposium Series Vol. 469, American Chemical
Society, Washington, D.C. 1991).

Grupos ligadores (grupos de entrecruzamiento)

La preparacion del azicar modificado para su uso en los métodos de la presente invencion incluye la uniéon de un
resto de PEG a un residuo de azlcar y con preferencia, la formacién de un aducto estable, que es un sustrato para
una glicosiltransferasa. Por lo tanto, a menudo se prefiere usar un ligador, por ejemplo, uno formado por la reaccién
del PEG vy el resto de azlicar con un agente de entrecruzamiento para conjugar el PEG y el azlUcar. Ejemplos de
compuestos bifuncionales que se pueden utilizar para unir grupos modificadores de restos carbohidratos restos
incluyen, pero sin limitacion, poli(etileneglicoles) bifuncionales, poliamidas, poliéteres, poliésteres y similares.
Enfoques generales para los carbohidratos de unién a otras moléculas son conocidos en la bibliografia. Ver, por
ejemplo, Lee y otros, Biochemistry 28: 1856 (1989); Bhatia et al, Anal. Biochem. 178: 408 (1989); Janda et al, J. Am.
Chem. Soc. 112: 8886 (1990) y Bednarski et al, WO 92/18135. En la siguiente discusion, los grupos reactivos se
tratan como benignos en el resto de azucar del azdcar modificado naciente. El foco de la discusién es para claridad
de la ilustracion. Los expertos en la técnica apreciaran que la discusion también es relevante para los grupos
reactivos en el grupo modificador.

Una variedad de reactivos se utiliza para modificar los componentes del aziicar modificado con entrecruzamientos
intramoleculares quimicos (para revisiones de reactivos de entrecruzamiento y procedimientos de entrecruzamiento
ver: Wold, F., Meth. Enzymol. 25: 623-651, 1972; Weetall, H.20 H., y Cooney, D. A., In: ENZYMES AS DRUGS.
(Holcenberg, y Roberts, eds.) pp. 395-442, Wiley, New York, 1981; Ji, T. H., Meth. Enzymol. 91: 580-609, 1983;
Mattson et al., Mol. Biol. Rep. 17: 167-183, 1993, todos los cuales se incorporan en la presente por referencia). Los
reactivos de entrecruzamiento preferidos se derivan de varios reactivos de entrecruzamiento de longitud cero, homo-
bifuncionales y hetero-bifuncionales. Los reactivos de entrecruzamiento de longitud cero incluyen la conjugacion
directa de dos grupos quimicos intrinsecos sin introduccion de material extrinseco. Los agentes que catalizan la
formacion de un enlace disulfuro pertenecen a esta categoria. Otro ejemplo es los reactivos que inducen la
condensacion de un grupo carboxilo y un amino primario para formar un enlace amida, tales como carbodiimidas,
cloroformiato de etilo, reactivo K de Woodward (2-etil-5 fenilisoxazolio-3'-sulfonato), y carbonildiimidazol. Ademas de
estos reactivos quimicos, la enzima transglutaminasa (glutamil-péptido y-glutamiltransferasa; EC 2.3.2.13) se puede
utilizar como reactivo de entrecruzamiento de longitud cero. Esta enzima cataliza las reacciones de transferencia de
acilo en los grupos carboxamida de los residuos glutaminilo unidos a proteinas, por lo general con un grupo amino
primario como sustrato. Los reactivos homo y hetero-bifuncionales preferidos contienen dos sitios idénticos o dos,
diferentes, respectivamente, que pueden ser reactivo para grupos amino, sulfhidrilo, guanidino, indol, o grupos no
especificos.

Purificacion de conjugados G-CSF
Replegamiento de G—CSF insoluble

Muchas proteinas recombinantes expresadas en bacterias se expresan como agregados insolubles en cuerpos de
inclusién bacterianos. Los cuerpos de inclusion son depdsitos de proteinas que se encuentran en el espacio
citoplasmico y periplasmico de las bacterias (Ver, por ejemplo, Clark, Cur. Op. Biotech. 12:202-207 (2001)). Las
proteinas recombinantes G-CSF se expresan en cuerpos de inclusién de las bacterias, y los métodos para el
replegamiento de estas proteinas para producir proteinas de G-CSF activa se proporcionan en la presente.

A. Condiciones para el replegamiento de G-CSF activo

Para producir proteinas G-CSF activas de las células bacterianas, las proteinas G-CSF se expresan en cuerpos de
inclusién bacterianos, las bacterias se recolectan, disgregan y los cuerpos de inclusiéon se aislan y lavan. En una
realizacion, se realizan tres lavados: un primer lavado en un tampén a un pH entre 6,0 y 9,0; una sal monovalente,
por ejemplo, cloruro de sodio, un detergente no iénico, por ejemplo, Triton X-100; un detergente iénico, por ejemplo,
desoxicolato de sodio, y EDTA; un segundo lavado en un tampon libre de detergente, y un tercer lavado en H,O. Las
proteinas dentro de los cuerpos de inclusién luego se solubilizan. La solubilizacion se puede realizar usando
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desnaturalizantes, cloruro de guanidinio o urea; extremos de pH, o detergentes o cualquier combinacion de estos.
En una realizacion, se usan guanidina HCI 5-6 M o urea para solubilizar GCSF. En otra realizacién se afiade DDT.

Después de la solubilizacion, los desnaturalizantes se eliminan de la mezcla de proteinas GCSF. La eliminacion del
desnaturalizante se puede realizar por una variedad de métodos, que incluyen la disolucién en un tampon de
replegamiento o0 métodos de cambio de tampon. Los métodos de intercambio de tampon incluyen dialisis,
diafiltracion, filtracién en gel e inmovilizaciéon de la proteina sobre un soporte sélido. (Ver, por ejemplo, Clark, Cur.
Op. Biotech. 12:202-207 (2001)). Cualquiera de los métodos anteriores se puede combinar para eliminar los
desnaturalizantes.

La formacion de enlaces disulfuro en las proteinas GCSF se promueve mediante la adicion de un tampoén de
replegamiento que comprende un par redox. Los pares redox incluyen glutatién oxidado y reducido ((-JSF-I/GSSG),
cisteina/cistina, cisteamina/cistamina, DTT/GSSG, y DTE/GSSG. (Ver, por ejemplo, Clark, Cur. Op. Biotech. 12:202-
207 (2001)). )). En una realizacion, el par redox es GSH/GSSG en una proporcién de 10:1.

El replegamiento se puede realizar en tampén a pH esta que varian, por ejemplo, de 6,0 a 10,0. Los tampén de
replegamiento pueden incluir otros aditivos para mejorar el replegamiento, por ejemplo, L-arginina (0,4-1 M); PEG;
bajas concentraciones de desnaturalizantes, tales como urea (1-2 M) y cloruro de guanidinio (0,5-1,5 M), y
detergentes (por ejemplo, Chaps, SDS, CTAB, lauril maltésido, Tween 80, y Triton X-100).

Después del replegamiento, la proteina G-CSF se puede dializar para eliminar el par redox u otros componentes del
tampon no deseados. En una realizacion, se lleva a cabo la dialisis utilizando un tampdn que incluye acetato de
sodio, glicerol, y un detergente no i6nico, por ejemplo, Tween-80. Después de la didlisis, la proteina G-CSF se
puede purificar aln mas y/o se concentra por cromatografia de intercambio i6nico. En una realizacion, se utiliza una
resina de intercambio catiénico SP-sefarosa.

Los expertos reconoceran que una proteina se ha replegado correctamente cuando la proteina replegada tiene
actividad bioldgica detectable. Para una proteina G-CSF, la actividad biolégica se puede medir usando una variedad
de métodos. Por ejemplo, las proteinas GCSF bhiolégicamente activas son sustratos para la glicosilacion ligada a O
descripta en las solicitudes de patente US 60/535 284, presentada el 8 de enero de 2004; 60/544411, presentada el
12 de febrero 2004; y Expediente de Abogado Numero 019957-018820US, presentada el 20 de febrero 2004; cada
uno de los cuales se incorpora en la presente por referencia para todos los propdésitos. La actividad de la proteina G-
CSF también se puede medir utilizando ensayos de proliferacion celular o ensayos en leucocitos sanguineos (WBC)
en ratas. (También se describe en las solicitudes de patentes U.S 60/535284, presentada el 8 de enero de 2004;
60/544411, presentada el 12 de febrero 2004, y el Expediente Fiscal Nimero 019957 018820US, presentada el 20
de febrero 2004). Los ensayos de proliferacion y los ensayos de WBC se pueden realizar antes o después de la
glicosilacion ligada a O de las proteinas de GCSF replegadas.

Otros métodos para el aislamiento de conjugados de la invencion

Alternativamente, los productos producidos por los procesos anteriores pueden usarse sin purificacion. Sin embargo,
se prefiere generalmente recuperar el producto. Se pueden utilizar técnicas estandares bien conocidas para la
recuperacion de sacaridos glicosilados tales como cromatografia de capa fina o gruesa, cromatografia en columna,
cromatografia de intercambio iénico, o filtracion de membrana. Se prefiere el uso de filtracion de membrana, con
mas preferencia utilizando una membrana osmética inversa, 0 una 0 mas técnicas cromatograficas de columna para
la recuperacion como se describe de aqui en adelante y en la bibliografia citada en la presente. Por ejemplo, se
puede usar la filtracion de membrana en la que las membranas tienen corte de peso molecular de aproximadamente
3.000 a aproximadamente 10.000 para eliminar las proteinas tales como glicosil transferasas. La nanofiltracién u
dsmosis inversa se pueden utilizar para eliminar las sales y/o purificar los sacaridos de productos (ver, por ejemplo,
WO 98/1558). Las membranas de nanofiltro son una clase de membranas de ésmosis inversa que dejan pasar sales
monovalentes pero retienen sales polivalentes y solutos no cargados mayores de aproximadamente 100 a
aproximadamente 2.000 Daltons, de acuerdo con la membrana utilizada. Por lo tanto, en una aplicacion tipica, los
sacaridos preparados por los métodos de la presente invencion se retendran en la membrana y las sales
contaminantes pasaran a través de esta.

Si la glicoproteina modificada se produce intracelularmente, como un primer paso, los desechos de particulas, sean
células huésped o fragmentos lisados, se eliminan, por ejemplo, mediante centrifugacion o ultrafiltracion;
opcionalmente, la proteina se puede concentrar con un filtro de concentracion de proteinas disponible
comercialmente, seguido por la separacién de la variante de polipéptido de otras impurezas mediante uno o mas
pasos seleccionados de cromatografia de inmunoafinidad, fraccionamiento en columna de intercambio i6nico (por
ejemplo, sobre dietilaminoetilo (DEAE) o matrices que contienen grupos carboximetilo o sulfopropilo), cromatografia
sobre Blue-Sefarosa, CM Blue-Sefarosa, MONO- Q, MONO-S, lentil lectina-Sefarosa, WGA-Sefarosa, Con A-
Sefarosa, Eter Toyopearl, Butil Toyopearl, Fenil Toyopearl, o proteina A Sefarosa, cromatografia de SDS-PAGE,
cromatografia de silice, cromatoenfoque, HPLC de fase inversa (por ejemplo, gel de silice con grupos alifaticos
anexos), filtracién en gel utilizando, por ejemplo, tamiz molécula de Sephadex o cromatografia de exclusion por
tamafo, cromatografia en columnas que se unen selectivamente al polipéptido, y precipitaciéon con etanol o sulfato
amonico.
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Los glicopéptidos modificados producidos en cultivo se aislan generalmente por extraccién inicial de células,
enzimas, etc, seguido de una o mas etapas de concentracion, precipitacion salina, intercambio iénico acuoso, o
cromatografia de exclusion por tamafio. Ademas, la glicoproteina modificada se puede purificar por cromatografia de
afinidad. Por ultimo, la HPLC se puede emplear para las etapas finales de purificacion.

Un inhibidor de la proteasa, por ejemplo, fluoruro de metilsulfonilo (PMSF) se puede incluir en cualquiera de los
pasos anteriores para inhibir la protedlisis y se pueden incluir antibidticos para evitar el crecimiento de contaminantes
adventicios.

En otra realizacién, los sobrenadantes de los sistemas que producen el glicopéptido modificado de la invencion se
concentran primero usando un filtro de concentracién de proteinas disponible comercialmente, por ejemplo, una
unidad de ultrafiltracion Amicon o Millipore Pellicon. Después de la etapa de concentracion, el concentrado se puede
aplica a una matriz de purificacién adecuada. Por ejemplo, una matriz de afinidad adecuada puede comprender un
ligando para el péptido, una lectina o molécula de anticuerpo unido a un soporte adecuado. Alternativamente, se
puede emplear una resina de intercambio anionico, por ejemplo, una matriz 0 sustrato que tenga grupos DEAE
laterales. Las matrices adecuadas incluyen acrilamida, agarosa, dextrano, celulosa u otros tipos cominmente
empleados en la purificacion de proteinas. Alternativamente, se puede emplear una etapa de intercambio catiénico.
Los intercambiadores de cationes adecuados incluyen diversas matrices insolubles que comprenden grupos
sulfopropilo o carboximetilo. Se prefieren particularmente los grupos sulfopropilo.

Por dltimo, se pueden emplear una o méas etapas de RP-HPLC que emplean medios hidr6fobo RP-HPLC, por
ejemplo, gel de silice que tiene grupos metilo laterales u otros grupos alifaticos, para purificar adicionalmente una
composicion de variante de polipéptido. Algunas o todas las etapas de purificacion anteriores, en varias
combinaciones, también se pueden emplear para proporcionar una glicoproteina modificada homogénea.

El glicopéptido modificado de la invencién que resulta de una fermentacion a gran escala puede purificarse por
métodos analogos a los descriptos por Urdal et al., J. Chromatog. 296: 171 (1984). Esta referencia describe dos
etapas secuenciales de RP-HPLC para la purificacion del IL-2 recombinante humana en una columna de HPLC
preparativa. Alternativamente, las técnicas tales como cromatografia de afinidad se pueden utilizar para purificar la
glicoproteina modificada.

Composiciones farmacéuticas

En otro aspecto, la invencién proporciona una composicion farmacéutica. La composicion farmacéutica que incluye
un diluyente farmacéuticamente aceptable y un conjugado covalente entre un resto de PEG no natural, residuo
terapéutico o biomolécula y un péptido glicosilado o no glicosilado. El polimero, residuo terapéutico o biomolécula se
conjuga con el péptido G-CSF por medio de un a través de un grupo de union glicosilo intacto interpuesto entre
glicosilo intacto y unido covalentemente al péptido G-CSF y el polimero, residuo terapéutico o biomolécula.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion son adecuadas para su uso en una variedad de sistemas de
administracion de farmacos. Las formulaciones adecuadas para uso en la presente invencién se hallan en
Pharmaceutical Sciences de Remington, Mace Publishing Company, Philadelphia, PA, 17.2 ed. (1985). Para una
breve revision de los métodos de administracién de farmacos, ver, Langer, Science 249:1527-1533 (1990).

Las composiciones farmacéuticas se pueden formular para cualquier manera de administracion apropiada, que
incluye, por ejemplo, administracién tépica, oral, nasal, intravenosa, intracraneal, intraperitoneal, subcutdnea o
intramuscular. Para la administracion parenteral, tal como inyeccién subcutanea, el portador comprende con
preferencia agua, solucion salina, alcohol, una grasa, una cera o un tampon. Para la administracion oral, se puede
emplear cualquiera de los portadores anteriores o un portador sélido, tal como manitol, lactosa, almidén, estearato
de magnesio, sacarina sédica, talco, celulosa, glucosa, sacarosa, y carbonato de magnesio. También se puede
emplear microesferas biodegradables (por ejemplo, polilactato poliglicolato) como portadores para las composiciones
farmacéuticas de esta invencion. Las microesferas biodegradables adecuadas se describen, por ejemplo, en las
patentes US Nros 4.897.268 y 5.075.109. | ComUnmente, las composiciones farmacéuticas se administran por via
parenteral, por ejemplo, por via intravenosa. Por lo tanto, la invencidon proporciona composiciones para la
administracion parenteral que comprenden el compuesto disuelto o suspendido en un portador aceptable, con
preferencia un portador acuoso, por ejemplo, agua, agua regulada, soluciéon salina, PBS y similares. Las
composiciones pueden contener sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables segin se requiera para
aproximar las condiciones fisioldgicas, tales como ajuste del pH y agentes tampdn, agentes de ajuste de la tonicidad,
agentes humectantes, detergentes y similares.

Estas composiciones se pueden esterilizar mediante técnicas de esterilizacion convencionales, o pueden filtrarse de
forma estéril. Las soluciones acuosas resultantes se pueden envasar para usar como tal o liofilizarse, la preparacion
liofilizada se combina con un portador acuoso estéril antes de la administracion. El pH de las preparaciones estara
tipicamente entre 3y 11, con mas preferencia de 5 a 9 y con maxima preferencia de 7 y 8. En algunas realizaciones,
los glicopéptidos de la invencion se pueden incorporar en liposomas formados a partir de lipidos formadores de
vesiculas estandar. Una variedad de métodos estan disponibles para preparar liposomas, como se describe en, por
ejemplo, Szoka et al.,, Ann. Rev. Biophys. Bioeng. 9: 467 (1980), patentes US Nros. 4.235.871, 4.501.728 y
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4.837.028. El direccionamiento de liposomas usando una variedad de agentes de direccionamiento (por ejemplo, los
silil galactosidos de la invencion) es bien conocido en la técnica (ver, por ejemplo, patentes US Nros 4.957.773 y
4.603.044).

Se pueden utilizar métodos estandar para acoplamiento de agentes de direccionamiento a liposomas. Estos
métodos implican generalmente la incorporacién de componentes lipidicos en los liposomas, tales como
fosfatidiletanolamina, que se pueden activar para la fijacion de agentes de direccionamiento, o compuestos lipofilicos
derivados, tales como glicopéptidos derivados con lipidos de la invencidn.

Los mecanismos de direccionamiento generalmente requieren que los agentes de direccionamiento se ubiquen en la
superficie del liposoma de tal manera que los fragmentos blanco estén disponibles para la interaccion con el blanco,
por ejemplo, un receptor de superficie celular. Los carbohidratos de la invencién pueden estar unidos a una molécula
de lipido antes de la formacion del liposoma utilizando métodos conocidos por los expertos en la técnica (por
ejemplo, alquilacion o acilacién de un grupo hidroxilo presente en el carbohidrato con un haluro de alquilo de cadena
larga o con un &cido graso, respectivamente). Alternativamente, el liposoma puede estar formado de tal manera que
primero se incorpora una porcién de conector en la membrana en el momento de la formacién de la membrana. La
porcién del conector debe tener una porcion lipofila, que esta firmemente incrustada y anclada en la membrana.
También debe tener una porcién reactiva, la cual esta quimicamente disponible en la superficie acuosa del liposoma.
La porcién reactiva se selecciona de modo que sea quimicamente adecuada para formar un enlace quimico estable
con el agente o carbohidrato de direccionamiento, que se afiade mas tarde. En algunos casos, es posible unir el
agente blanco a la molécula de conector directamente, pero en la mayoria de los casos, es mas adecuado usar una
tercera molécula para actuar como un puente quimico, de este modo se une la molécula de conector que se
encuentra en la membrana con el agente o carbohidrato blanco que se extiende, en tres dimensiones, fuera de la
superficie de la vesicula.

Los compuestos preparados por los métodos de la invencion también pueden encontrar uso como reactivos de
diagnostico. Por ejemplo, los compuestos marcados se pueden utilizar para localizar areas de inflamacion o
metdastasis tumoral en un paciente que se sospecha que tiene una inflamacién. Para este uso, los compuestos se
pueden marcar con *°|, **C, o tritio.

El ingrediente activo utilizado en las composiciones farmacéuticas de la presente invencion es G-CSF glicopegilado
y sus derivados que tienen las propiedades bioldgicas de la hormona foliculo estimulante para aumentar, por
ejemplo, la ovulacién. Con preferencia, la composicion de G-CSF de la presente invencién se administra por via
parenteral (por ejemplo, IV, IM, SC o IP). Se espera que las dosis efectivas varien considerablemente de acuerdo
con la afeccién que se esta tratando y la via de administracion pero se espera que estén en el rango de
aproximadamente 0,1 (~7 U) a 100 (~7000 U) mg/kg de peso corporal del material activo. Las dosis preferibles para
el tratamiento de las condiciones anémicas son aproximadamente 50 a aproximadamente 300 unidades/kg tres
veces a la semana. Debido a que la presente invencién proporciona un G-CSF con un mayor tiempo de
permanencia en vivo, las dosis indicadas opcionalmente se reducen cuando se administra una composicién de la
invencion.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar los conjugados, y los métodos y de la presente invencion.
EJEMPLOS

EJEMPLO 1

GlicoPEGilacién de G-CSF producido en las células CHO

a. Preparacion de asialo-de colonias de granulocitos Factor de Estimulacion (G-CSF)

G-CSF producido en las células CHO se disuelve a 2,5 mg/ml en 50 mM de Tris 50 mM de Tris-HC1 pH 7,4, 0,15 M
de NacCl, 0,5 mM de CacCl, y se concentran a 500 uL en un filtro de centrifuga Centricon Plus 20. La solucién se
incuba con 300 mU/ml de neuraminidasa Il (Vibrio cholerae) durante 16 horas a 32 ° C. Para controlar la reaccion,
una pequefia alicuota de la reaccion se diluye con el tampon adecuado y un gel de IEF realizado. La mezcla de
reaccion se aflade a continuaciéon al conjugado de N-(p-aminofenil)oxamico-agarosa prelavado (800 uL/ml de
volumen de reaccioén) y las perlas lavadas suavemente se hacen girar durante 24 horas a 4 °C. La mezcla se
centrifuga a 10.000 rpm y se recolecta el sobrenadante. Las perlas se lavan 3 veces con tampdén Tris-EDTA, una vez
con tampon Tris-EDTA 0,4 ml y una vez con 0,2 ml del tampén Tris-EDTA y todos los sobrenadantes se combinan.
El sobrenadante se dializa a 4 ° C contra Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, NaCl 1 M, NaN3; 0,05% y luego dos veces mas
contra Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, NaCl 1 M, NaN3 0,05%. La solucién dializada luego se concentra, utilizando un filtro
de centrifuga Centricon Plus 20 y se almacena a -20 °C. Las condiciones para el gel de IEF se llevaron a cabo de
acuerdo con los procedimientos y reactivos suministrados por Invitrogen. Las muestras de G-CSF nativo y
desialilado se dializan contra agua y se analizaron por MS MALD1-TOF.

b. Preparacion de G-CSF-(alfa 2,3)-sialil-PEG

G-CSF desialilado se disolvié en 2,5 mg/ml en Tris-HCI 50 mM, NaCl 0,15, NaN; 0,05%, pH 7,2. La solucién se
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incuba con 1 mM de CMP-acido sidlico-PEG y 0,1 U/ml de ST3Gall a 32 ° C durante 2 dias. Para controlar la
incorporacion de acido sialico-PEG, una pequefia alicuota de la reaccién tenia ligando CMP-SA-PEG-fluorescente
afnadido; la marca incorporada en el péptido se separa de la marca libre por filtracion en gel en una columna
analitica Toso Haas G3000SW usando tampon PBS (pH 7,1). La incorporacion del marcador fluorescente en el
péptido se cuantifica usando un detector de fluorescencia en linea. Después de 2 dias, la mezcla de reaccién se
purifica usando una columna preparativa Toso Haas G3000SW usando tampén PBS (pH 7,1) y se recolectan las
fracciones sobre la base de la absorcion UV. El producto de la reaccién se analiza mediante SDS-PAGE y analisis
de IEF segun los procedimientos y reactivos suministrados por Invitrogen. Las muestras de G-CSF nativo y pegilado
se dializan contra agua y se analizan por MS MALDI-TOF.

c. Preparacion de G-CSF-(alfa 2, 8)-sialil-PEG

G-CSF producido en células CHO, que contiene un glicano ligado a O alfa 2 ,3-sialilado, se disuelve en 2,5 mg/ml en
Tris-HCI 50 mM, NaCl, 0,15, NaN3 0,05%, pH 7,2. La solucién se incuba con 1 mM de CMP-acido sidlico-PEG y 0,1
U/ml de CST-Il a 32 ° C durante 2 dias. Para controlar la incorporacién de acido sialico-PEG, una pequefia alicuota
de la reaccion tiene ligando CMP-SA-PEG-fluorescente afadido; la marca incorporada en el péptido se separa de la
marca libre por filtracién en gel en una columna analitica Toso Haas G3000SW utilizando tamp6n PBS (pH 7,1). La
incorporacion de | amarca fluorescente en el péptido se cuantifica usando un detector de fluorescencia en linea.
Después de 2 dias, la mezcla de reaccién se purifica usando una columna preparativa Toso Haas G3000SW
utilizando tampdén PBS (pH 7,1) y se recolectan las fracciones spbre la base de la absorcién UV. El producto de la
reaccion se analiza mediante SDS-PAGE vy analisis de IEF segln los procedimientos y reactivos suministrados por
Invitrogen. Las muestras de G-CSF nativo y pegilado se dializan frente a agua y se analizan por MS MALDI TOF.

d. Preparacion de G-CSF-(alfa2, 6)-Sialil-PEG

G-CSF, que contiene s6lo GalNAc ligado a O, se disuelve en 2,5 mg/ml en Tris-HCI 50 mM, NaCl 0,15, NaN3 0,05%,
pH 7,2. La solucién se incuba con 1 mM de CMP-acido sialico-PEG y 0,1 U/ml de ST6GalNAcl o Il a 32 ° C durante 2
dias. Para controlar la incorporacién de acido sidlico-PEG, una pequefia alicuota de la reaccién tiene ligando SA-
PEG-CMP fluorescente afiadido; la marca incorporada en el péptido se separa de la marca libre por filtracion en gel
en una columna analitica Toso Haas G3000SW usando tamp6n PBS (pH 7,1). La incorporacion de la marca
fluorescente en el péptido se cuantifica usando un detector de fluorescencia en linea. Después de 2 dias, la mezcla
de reaccion se purifica usando una columna preparativa Toso Haas G3000SW utilizando tampén PBS (pH 7,1) y se
recolectan fracciones sobre la base de la absorcién UV. El producto de la reaccion se analiza mediante SDS-PAGE y
andlisis de IEF segun los procedimientos y reactivos suministrados por Invitrogen. . Las muestras de G-CSF nativo y
pegilado se dializan frente a agua y se analizan por MS MALDI TOF.

El G-CSF producido en las células de CHO se trat6 con sialidasa de Arthrobacter y se purificé a continuaciéon por
exclusién de tamafio en Superdex 75 y se traté con ST3Gall o ST3 GA12 y luego con CMP-SA-PEG de 20 kDa. La
molécula resultante se purificd por intercambio idnico y filtracion en gel y el analisis por SDS-PAGE demostr6 que la
PEGilacion estaba completa. Esta es la primera demostracién de glicoPEGilacién de un glicano ligado a O.

EJEMPLO 2
G-CSF recombinante - Expresion, replegamiento y purificacion

» Recolectar células por centrifugacion, desechar el sobrenadante. Los resultados del cultivo en diversos medios se
muestran en la Figura 9.

» Resuspender el sedimento celular en Tris 10 mM pH 7,4, NaCl 75 mM, EDTA 5 mM utilizar 10 ml/g (tampo6n de
lisis)

« Microfluidificar las células (la prensa francesa también funciona)
« Centrifugar 30 min, 4 °C a 5.000 RPM-Desechar el sobrenadante
» Resuspender el sedimento en tampon de lisis y centrifugar como anteriormente

* Lavar el IB en Tris 25 mM, pH8, NaC1 100 mM, TX-100 1%, NaDOC 1%, EDTA 5 mM. Los pellets se resuspenden
mediante pipeteo y agitacion. Centrifugar 15 minutos 4 ° C 5000 RPM. Repetir este paso una vez mas (un total de
dos lavados)

« Lavar los pellet dos veces en Tris 25 mM, pH8, NaC1 100 mM, TX-100 1%, NaDOC 1%, EDTA 5 mM para eliminar
los detergentes, centrifugar como antes.

» Resuspender los pellets en dH,O para alicuotar y centrifugar como anteriormente. Los pellets se congelan - 20° C

» Resuspender los IB en 20 mg/ml en guanidinaHCI 6M, EDTA 5 mM, NaCl 100 mM, Tris 100 mM pH 8, DTT 10 mM
usando una pipeta, seguido por la rotacién de 2-4h a temperatura ambiente.
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« Centrifugar IB solubilizado durante 1 min a temperatura ambiente a 14.000 RPM. Guardar el sobrenadante.
« Diluir el sobrenadante 1:20 con tampon de replegamiento MES 50 mM, pH 6, 240 mm NacCl, 10 mM

« KC1, lauril maltésido 0,3 mM, PEG3350 0,055%, GSH 1 mM, GSSG 0,1 M, arginina 0,5 M y volver a plegar en
rotador durante la noche a 4 °C.

« Transferir el replegamiento a Pierce snakeskin de didlisis 7kDa MWCO. Buffer de dialisis NaOAc 20 mM, pH 4,
NaCl50 mM, Tween-80 0,005%, EDTA 0,1 mM. Dializar un total de 3 veces en comparacién con al menos un exceso
de 200 veces a4 ° C.

» Después de la dialisis pasar el material a través de un filtro de 0,45 mm.
« Equlibrar la columna de SP-Sefarosa con el tamp6n de dialisis y aplicar la muestra.

« Lavar la columna con tampén de dialisis y eluir con tampén de didlisis que contiene un gradiente de sal de hasta 1
M de NaCl. La proteina tipicamente eluye a 300-400 mM de NacCl.

« Verificar el material en SDS-PAGE (ver, por ejemplo, la Figura 10).
EJEMPLO 3
El método de dos enzimas en dos recipientes

El siguiente ejemplo ilustra la preparacién de G-CSF-GalNAc-SA-PEG en dos pasos secuenciales en los que cada
producto intermedio se purifica antes de utilizar en la siguiente etapa.

a. Preparacion de G-CSF-GalNAc (pH 6,2) de G-CSF y UDP GalNAc utilizando GalNAc-T2.

Se concentr6 G-CSF (960 mcg) en 3,2 ml de tampdn de envasado por utrafiltracion utilizando un filtro UF (5K
MWCO) y luego se reconstituydé con 1 ml de tampén MES 25 mM (pH 6,2, 0,NaN3 0,05%). A continuaciéon se
afnadieron UDP-GalNAc (6 mg, 9,24 mM), GalNAc-T2 (40 pL, 0,04 U), y MnCl, 100 mM (40 uL, 4 mM) y la solucién
resultante se incub6 a temperatura ambiente.

Después de 24 horas, el MALDI indic6 que la reaccion estaba completa. La mezcla de reaccién se sometié
directamente a purificacion por HPLC usando SEC (Superdex 75 y Superdex 200) y un tampén de elucion que
comprende PBS (solucién salina regulada ¢ on fosfato, pH 4,9 y Tween 80 0,005%). El pico recolectado de G-CSF-
GalNAc se concentré usando un filtro Centricon de 5 KDa MWCO de hasta aproximadamente 150 pl, y se ajusto el
volumen a 1 ml utilizando PBS (solucién salina regulada con fosfato, pH 4,9 y Tween 80 y 0,005%). La
concentracion de proteina final fue de 1 mg/ml (Azso), 100% de rendimiento. La muestra se almacend a 4 °C.

b. Preparacion de G-CSF-GalNAc-SA-PEG usando G-CSF-GalNAc purificado, CMP-SA-PEG (20 kDa) y
ST6GalNAc-TI de raton (pH 6,2).

La solucién de G-CSF-GalNAc que contiene 1 mg de proteina se intercambié con tampon MES 25 mM (pH 6,2,
NaN3 0,005%) y se afadi6 CMP-SA-PEG (20 kDa) (5 mg, 0,25 mol), Después de la disolucién, se afiadi6 MnCl,
(200 mcl, solucion 100 mM) y ST6GalNAc-I (100 mcl, enzima de ratdn) y la mezcla de reaccién se agito lentamente a
32 ° C durante tres dias. La mezcla de reaccién se concentrd por ultrafiltracion (5K MWCO) y se cambié el tampdn
con NaOAc 25 mM (pH 4,9) una vez y después se concentr6 a 1 ml de volumen total. El producto se purificé a
continuacién, utilizando SP-Sefarosa (A: NaOAc 25 mM , Tween-80 0,005%, pH 4,5; B: NaOAc 25 mM , Tween-80
0,005%, pH 4,5, NaC1 2 M) en el tiempo de retencion de 13-18 minutos y la SEC (Superdex 75;-PBS pH 7,2, Tween
80 0,005%) en el tiempo de retencién de 8,6 minutos (Superdex 75, flujo de 1 ml/min). Se recolectaron las fracciones
deseadas, se concentraron a 0,5 ml y se almacenaron a 4 °C.

EJEMPLO 4
Método de un recipiente para obtener G-CSF-GalNAc-SA-PEG con adicion simultdnea de enzimas

El siguiente ejemplo ilustra la preparacion de G-CSF-GalNAc-SA-PEG en un recipiente con adicién simultanea de
enzimas.

1. Proceso de un recipiente usando ST6GalNAc-l de ra  t6n (pH 6,0)

El G-CSF (960 pG de proteina disuelta en 3,2 ml de tampon de formulaciéon del producto) se concentré por
ultrafiltracion (MWCO de 5K) a 0,5 ml y se reconstituy6é con tampon MES 25 mM (pH 6,0, NaN3 0,05%) a un volumen
total de alrededor de 1 mL o una concentracion de proteina de 1 mg/ml. Luego se afiadieron UDP-GalNAc (6 mg,
9,21 umol), GalNAc-T2 (80 pl, 80 mU), CMP-SA-PEG (20 kDa) (6 mg, 0,3 umol) y enzima de ratén ST6GalNAc-I
(120 pl) y 100 mM de MnC1, (50 pl). La solucion se agitd a 32 ° C durante 48 horas y se purificd utilizando
condiciones estandar de cromatografia en SP-sefarosa. Se obtuvo un total de 0,5 mg de proteina (Azs) O
aproximadamente un rendimiento total de 50%. La estructura del producto se confirmé por analisis con MALDI y
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SDS-PAGE.
2. Proceso de un recipiente usando ST6GalNAc-I de pollo (pH 6,0).

Se concentraron 14,4 mg de G-CSF a 3 mil de volumen final, el tampdn se intercambié con tampén MES 25 mM (pH
6,0, NaN3 0,05%, Tween 80 0,004%) y se ajusto el volumen a 13 ml. Luego se afiadieron UDP-GalNAc (90 mg, 150
pmol), GalNAc-T2 (0,59 U), CMP-SA-PEG-20 kDa (90 mg), ST6GalNAc-I de pollo (0,44 U), y 100 mM de MnCl, (600
mcl). La mezcla resultante decant6 a temperatura ambiente durante 60 horas. La mezcla de reaccién se concentro
utilizando un UF (5K MWCO) y centrifugacion. El residuo (aproximadamente 2 ml) se disolvié en tampon de NaOAc
25 mM (pH 4,5) y se concentr6 de nuevo a 5 ml de volumen final. Esta muestra se purificé usando SP-Sefarosa
durante aproximadamente 10-23 min, La SEC (Superdex 75, 17 minutos, velocidad de flujo de 0,5 ml/min) y una
SEC adicional (Superdex 200, 23 min, velocidad de flujo 0,5 ml/min), produjeron 3,6 mg (rendimiento total 25%) de
G-CSF-GalNAc-SA-PEG-20 KDa (Azso y método BCA).

EJEMPLO 5
Método de un recipiente para obtener G-CSF-GalNAc-Cal-SA-PEG con adicién secuencial de enzimas

El siguiente ejemplo ilustra un método para la fabricacion de G-CSF-GalNAc-Gal- SA-PEG en un recipiente con la
adicion secuencial de las enzimas.

1. A partir de GalNAc-G-CSF
a. Preparacion de G-CSF-GalNAc (pH 6,2) de G-CSF y UDP-GalNAc utilizando GalNAc-T2.

G-CSF (960 mcg) en 3,2 ml de tampdn de envasado se concentrd por utrafiltracion usando un filtro UF (5K MWCO) y
luego se reconstituyé con 1 ml de tamp6n MES 25 mM (pH 6,2, NaN?® 0,005%). A continuacién se afiadieron UDP-
GalNAc (6 mg, 9,24 mM), GalNAc-T2 (40 uL, 0,04 U), y 100 mM de MnCl; (40 uL, 4 mM) y la solucién resultante se
incub6 a temperatura ambiente.

b. Preparacion de G-CSF-GalNAc-Gal-SA-PEG de G-CSF-GalNAc; UDP-galactosa, SA-PEG-20 Kdalton, y las
enzimas apropiadas

UDP-galactosa (4 mg, 6,5 pmoles), nacleo-1-Gal-T (320 pl, 160 mU), CMP-SA-PEG-20 kDa (8 mg, 0,4 limole),
ST3Gal2 (80 pL, 0,07 mU) y 100 mM de MnC12 (80 pL) se afladen directamente a la mezcla de reaccion cruda del
G-CSF- GalNAc (1,5 mg) en 1,5 ml de tamp6n MES 25 mM (pH 6,0) de la etapa a, anterior. La mezcla resultante se
incub6 a 32 ° C durante 60 horas. La mezcla de reaccion se centrifugd y la soluciéon se concentr6 mediante
ultrafiltracion (MWCO de 5K) a 0,2 ml y, luego se redisolvié con NaOAc 25 mM (pH 4,5) hasta un volumen final de 1
ml. El producto se purificé usando SP-Sefarosa (tiempo de retencion entre 10-15 minutos), la fraccién del pico se
concentré utilizando un filtro giratorio (5K MWCO) y el residuo se purificé adicionalmente usando SEC (Superdex 75,
tiempo de retenciéon de 10,2 min). Después de la concentracién utilizando un filtro giratorio (5K MWCO), la proteina
se diluy6é a 1 ml utilizando tampon de formulacién con PBS, 2,5% de manitol, 0,005% de polisorbato, pH 6,5 y se
formuld a una concentracion de proteinas de 850 mcg de proteina por ml (Azso). El rendimiento global fue 55%.

EJEMPLO 6
Método de un recipiente para obtener G-CSF-GalNAc-Gal-SA-PEG con adicién simultanea de enzimas
a. A partir de G-CSF

G-CSF (960 mcg, 3,2 ml) se concentrd por ultrafiltracion (MWCO de 5K) y se reconstituyé con tampon MES 25 mM
(pH 6,0, NaN3 0,005%). El volumen total de la solucion de G-CSF era aproximadamente 1 mg/ml. Se afiadieron
UDP-GalNAc (6 mg), GalNAc-T2 (-80 pl, ~ 80 pU), UDP-Gal (6 mg), Core 1 GalT (160 pl, 80 pU), CMP-SA-PEG
(20K) (6 mg) y un 2,3-(O)-sialiltransferasa (160 ul, 120 pU), MnCl, 100 mM (40 pl). La mezcla resultante se incub6 a
32 °C durante 48 h. La purificacion se realiz6 tal como se describe a continuacién utilizando IEX y SEC. La fraccion
resultante que contiene el producto se concentro mediante ultrafiltracion (MWCO de 5K) y el volumen se ajust6 a
aproximadamente 1 ml con tampdn. La concentracion de proteina se determiné que es 0,392 mg/ml mediante Azso,
lo que da un rendimiento global de 40% de G-CSF.

59



ES 2422 187 T3

REIVINDICACIONES

1. Un péptido del factor estimulante de colonias de granulocitos que comprende el resto:

donde
D es un miembro seleccionado de —OH y Rl—L—HN—;
G es un miembro seleccionado de R*-L— y —C(O)alquilo (C1-C6);

R' tiene una estructura gue es un miembro seleccionado de:

. ]
E “S——(CHCHOLCH, EMS“[CH,CH,O},CH,
q

NHC(Q)CH,CH,(OCH,CHOCH, NHC{0)OCH,CH,(OCH,CH,)0CH,
Q o)
g . O (CHCHOLCH, & é 4 0—(CH,GH.0),CH,
NHC(O)CH,CH,{OCH,CH,),0CH, NHC(O)OCH,CH,(OCH,CH,),0CH,
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o]
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q
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HN
HC{O)OCH,CH{OCH,CH),0CH,
0 T

o]

NHC({O)CH2CH4{OCH4CH;),0CH;,
3 )
NHZ .
HM
HC{O)CH,CH,{OCH,CH,)OCH,.
T

o .

0
NHC{O)CH,CHy{OCH,CH,),0CH;
é q ,
NHC(O)CH,CH4{OCH,CH,),0CH,
HN . -
HC{O)CH,C HA(OCH,CH, ) OCH,
0

NHC(0)OCH,CH,{OCH,CH,),0CH;
3 q
W(L;Mcm
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HC{OJOCH,CHy(OCH,CH;)OCH,
q -



10

ES 2422 187 T3

NHC{O)OCH;CH;(OCH;CH,)s0CH;

W/NHC[DIDCHzCHz{OCHchszHa

HN H;
HCIOYOCHCHy{(OCH;CH,) OCH;

NHC(O)CH,CH,(OCHZCH,),0CH,
NHC{Q}CH:CHZ{QCH JCHIOCH;

HC(0)CH,CH4(0CH,CH,)OCH;

donde
e, f y f son nimeros enteros seleccionados de modo independiente de 1 a 2500; y
g, q'y q" son nimeros enteros seleccionados de modo independiente de 1 a 20; y

L es un ligador que es un miembro seleccionado de un enlace, alquilo sustituido o no sustituido y heteroalquilo
sustituido o no sustituido,

de modo que cuando D es OH, G es R'-L—, y cuando G es —~C(O)alquilo (C1-C6), D es R*~L—NH-.

2. El péptido de acuerdo con la reivindicacién 1, donde L-R tiene la formula:

RQ_H“W
Q

donde
a es un numero entero de 0 a 20.

3. El péptido de acuerdo con cualquier reivindicacién precedente, donde dicho resto tiene la formula:

oo
G HMN
OH .

4. El péptido G—-CSF de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde dicho resto tiene la formula:
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OH »
oo
L |

5. El péptido G-CSF de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde dicho resto tiene la férmula:

OH

donde
AA es un residuo de aminoacido de dicho péptido.
6. El péptido de acuerdo con la reivindicacién 5, donde dicho residuo de aminoacido es serina o treonina.

7. El péptido de acuerdo con la reivindicacion 5 o reivindicacion 6, que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 1.

8. El péptido de acuerdo con la reivindicacion 7, donde dicho residuo de aminoacido es treonina en la posicion 133
de la SEQ ID NO: 1.

9. El péptido de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada de las SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 2.

10. El péptido de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, que comprende un resto de la férmula:

o oo, )Mm,[[olcNAc-(Gai)n],- (Sia);- (R), ]'
~ - -{Sia), -

E—AA GleNAc-GleNAe-Marf ((GleNAc-(Gal), (Sia), ®.),

[ AA[GleNAc-(Gal) ],- (Sia), - (R), )

[[G!cNAc-(Gal)djl,- (Sia),- (R),), ;

donde

a, b,c,d,ir, s, t yusonnimeros enteros seleccionados de modo independiente de Oy 1; g es 1;
e, f, g, y h son miembros seleccionados de modo independiente de los nimeros enteros de 0 a 6;

j» k, 1, y m son miembros seleccionados de modo independiente de los nimeros enteros de 0 y 100;
vV, W, X, e y se seleccionan de modo independiente de 0y 1, y al menos uno de v, w, xe y es 1;

AA es un residuo de aminoacido de dicho péptido;

Sia—(R) es un resto de la formula:
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HO

OH

11. El péptido de acuerdo con la reivindicacion 10, donde dicho residuo de aminoacido es un residuo de asparagina.

12. El péptido de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, donde dicho péptido es el péptido bioactivo del
factor estimulante de colonias de granulocitos.

5 13. Un método de obtener un conjugado del péptido G-CSF que comprende el resto:

donde
D es un miembro seleccionado de -OH 'y R'-L-HN-,

G es un miembro seleccionado de R'-L— y —C(O)alquilo (C1-C6); R! tiene una estructura gue es un miembro
10  seleccionado de:

0 o
SS—(CHCHOICH, 3 [ S—(CHCH,O0).CH,
NHC(O)CH,CH,(OCH, CHy)OCH, NHC(O)OCH,CH(OCH,CH,)0CH,
0 0
g NO—(CHCHOLCH, 5 y g ~0—(CH,CH,0),CH,

NHC(O)CH,CH,(OCH,CH,)OCH, NHC{(O)OCH,CH,(OCH,CH,) 0CH,
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Q

) NHC{O)OCH,CH,{OCH;CH)sOCH,
g q
W

HN
HC(O)JOCH,CH(OCH,;CH, 4 OCH,

O q

]
NHC(OYCH;CH,{OCH,CH,),0CH,
g )
NH,
HN
\R/W\/\N“CW?CH:CH:#WH:GH:WGH,w.
.

0 ,
s
NHC{O)CH2CH;(OCH;CH;)eOCH,
3 q
NHC{O)CH,CH(OCH;CH, )/ OCH;
HN '

HC(0)CH,CH,(OCH,CH,):OCH;

o - °

0
q

NHC{Q)JOCH,CH,(D CH,CHa)OCH,

N ,
; W\/\Nﬂceomcwzmz(cmrc;,cmj,acﬂg
0 q
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NHC{Q)OCH,CHa{OCH,CHyl40CH,

: ;

HN

o

" M\NNHCIGIWHQEMDCH:CF&WCM

NHp

HG(0) OCHCHy(OCH,CH;):0CH,
Ly
T -

g NHC{QICH2CH4(OCHCH;),0CH,

MM/NHC{WGH:CH:{DGHEEH;WGM
WHC{UEHﬁHz{WWC H2)¢OCH,

e, fy f son nimeros enteros seleccionados de modo independiente de 1 a 2500; y

donde

g, q'y q" son nimeros enteros seleccionados de modo independiente de 1 a 20; y

5 L es un ligador que es un miembro seleccionado de un enlace, alquilo sustituido o no sustituido y heteroalquilo
sustituido o no sustituido,

de modo que cuando D es OH, G es R-L y cuando G es —(O)alquilo (C1-C6), D es R'-L-NH-, dicho método
comprende:

(a) poner en contacto un sustrato de péptido G—CSF con un resto dador de PEG-acido sialico que tiene la formula:

10 NHz

y una enzima que transfiere dicho PEG—-acido sialico sobre un residuo aminoacido o glicosilo de dicho péptido G-
CSF, en las condiciones apropiadas para la transferencia.

14. El método de acuerdo con la reivindicacion 13, donde L—R® tiene la férmula:
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R‘——HN’Ha\r g
o

donde

a es un numero entero de 0 a 20.

15. El método de la reivindicacion 13 6 14, que ademas comprende, antes de la etapa (a):

(b) expresar dicho péptido del factor estimulante de colonias de granulocitos sustrato en un huésped adecuado.

16. El método de la reivindicacion 15, donde dicho huésped se selecciona de una célula de insecto y una célula de
mamifero.

17. El método de cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16, que ademas comprende formular el péptido en una
formulacion farmacéutica.

18. Uso de un péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, para la fabricacion de un
medicamento para estimular la produccién de leucocitos inflamatorios en un mamifero.

19. Uso de un péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, para la fabricacién de un
medicamento para tratar una infeccion.

20. Una formulacién farmacéutica que comprende un péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
12 y un portador farmacéuticamente aceptable.

21. Un péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, para uso terapéutico.
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FIGURAB

wariante de 175 aminoacidos
MTPLGP&SSLPQSFLLKCLEQVRKIQGDGMLQEKLCA
| TYKLCHPEELVLLGHSLGIPWAPLSSCPSQALQLAGCLS
QLHSGLFLYQGLLOQALEGISPELGPTLDTLOQLDVADFAT
TIWQOQMEELGMAPALQPTQGAMPAFASAFQRRAGGVL
VASHLQSFLEVSYRVLRHLAQP (SEQIDNO: 1),

variante de 174 aminoacidos
TPLGPASSLPQSFLLKCLEQVRKIQGDGAALQEKLCATY
KLCHPEELVfLLGHSLGIPWAPLSSCPSQALQLAGCLSQL
HSGLFLYQGLLQALEGISPELGPTLDTLQLDVADFATTI
WQQMEELGMAPALQPTQGAMPAFASAFQRRAGGVLV
ASHLQSFLEVSYRVLRHLAQP (SEQ 1D NO: 2}.
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FIGURA T

Ensayo de condiciones de cultivo - lavado de IBs

37°C. imM {final) IPTG__ | Rend I (~0.7-1g)
Medio pH tamponadoTiempo pellet 1B himedo (meg)
1 LB nla Shr 120
2. T8 | 74mP0g | Shr 230
3 TB & (IMES) Shr 170
4| LB nia ofn 190
5. T8 [r4mPDy] on 250

Muestras celulares, cargadas igualmente en ug
(mejor expreszion de pernoctaciones mas aparentes)

1. ® lizgto. supe 10 W lizato swpe
2. ¥ lizato. pebel 1. #4 lizato pelet
3 # B final 12. #4 |5 final

4. ¥ liggto. supe 13 #3 liggto Swps
5. W2lizato. pelat 4. #6 lizato pelket
8. #2|B final 15. #3518 final

7. M iggto. supe

8 #iggto. peltal

8. #3118 final

IE purificados se muestran enlas bandas 3, 8,9, 12y 15, Ohservar vias |IB cargadas a
aproximadamente la mitad de la cantidad de |a via precedente (en base al peso del pellet previsto).
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FIGURA 8

Analisis de Western blot de G-C5SF replegado
electroforesis en gel de poliacrilamida nativa

o B 7 Wia 1, Meupogen
- E il Yia 2, G-CSFD18604
e Ig4 L'E“"‘a” '(activ)
Wia 3, G-CEFI1004
(inactiva)
Wia 4, G-CSF021804
[por ensayar)

G-CSFO020604 v G-CSF21004 provienen del mismo lote de
reaccion de replegado. La Onica diferencia era que
G-CEF21004 = salva de la medicion de flujo de G-CSFO20604
ajustando el pH vy recargando en SP sefarosa. G-CSF021804
eta un lote de replegado separado.

Después de SP-zefaroza, se verd Onicamente una banda por tincion de Coomassie o YWestern.
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FIGURA 10
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FIGURA 114

Arabidopsis 75, d. - ACDI 1438
thaliana - - - BTO04583 A
S NC_003070NE
F22013.14 Arabidopsis - nd ACQD3DE1 AAFOUTTE.

" QBVZJ0

thaliana AY0B4135AALIG0421 QYFRR9
AY 124807 AAMTOS16.1
NC_003070NP_172342.1
] o INM II!DEGQNP 350’94&1
At3gaBEZINT21018.90° " Argbidopsis . | nd. TAYOS05EGRATEESEEIE VAR Y00
et T “thakiana “AY133BT6 AAMIETB0E . 'QEM301
_— ' L L AL132963CABBISTON T
SE L fepinle o .. C - WM I14'?41NPJ FLnA R .
&-2.3 sialiltransferasa Bos laurus n.d. AJ584673 CAE4B298, 1
(STIGAL-IV
o-2,3- sigliltransferasa Bos laurus n.d. AJSBETEB CAES1392.1,
(S13Gal-V) : ' R S
-2, 6- sialiltransferasa Bos taurus n.d AJG20651 CAF05850.1
(Siat7b) ,
gliﬂ i!"allltransferasa ‘Bos lavrus 2.4:99.3. MEQQMBCAGZTSM 1
0-2,8- sialiltransferasa Bos taurus. n.d. A.JGHEME*I ¢A62?353 1
(SiateD) _ o . i
o-2,8- giglitransferasa’ . - . Bostauris . s . ey
STASI-N (SwatBC) . . o E N A S i R
CMP -2 6- Bos taurus 245891 ‘r’! 5111 CMTESBﬁ 1 015974
sialiltransferasa (STEGal NM_177517 NP_803463.1
1}
sialiltransferasa & - - " Bosfawus: . nd. hFdEi}DﬁBAhLd?MN OBWNI3 -
ifragmento) ’ e ) ’
sialiltransferasa ST3Gal- Bos faurus nd. AJT4EIB-41 Gﬁ.Gd-Mﬁl} 1
1l (Siat48) _
sialitransferasa ST3iGal- Bos taurus ©ond. M?dﬂﬁdz cneum 1 . ERETIRE &
i (Siat6y , ., T d e i T S K
sialiltransferasa $T3Ga!- Bog tawrus - nd, AJT4BR43 CAGH-#H 1
VI (Siatio)
STaGall =~ diwd oo wo Bostawrug. . iwmdne AJI0S0BECAC24698.1° QOBEG4 . -
SteGalNAcYI Bostaurus  nd AJB20940 CAFDE586.1 L
‘CDS4 . - Branchicstoma nd AF391 2694&.&“1“?3.1 QBTT7A
: . - Moridae - S oL
polisialitransferasa Cercopithecus 2.499.- AF210?29A#.F1?1DE1 QaTTo9
- A{PST ffranmenta) ST4Sia aethiops
I
polisialiltransferasa Cemoplrnacus QETT0.
(STX (fragmenty STESla_' : & igps. :
e - R g“,, St B
o-2,3- smhltransferasa Crona rntssrma&s
STSGaI | (Siatd)
-2, 3-'.5|a||ltransferasa? -‘ . Crona SEI'WQJ"J‘].«‘!
ST3Galil-(Siatd) % %2 R RS T o
-2 8-
polisialitransferasa
5T8Sa
Gal B3 GiENAC &
2, 35|allltransferasa nt
Stagan LT . R : ol
cails 314-GleNAC q_., Gnceru.fus gnsews  nd. F\YZEEETE AAF22943.1 QBIIWKB

2 3zzialitransferasa
S13Gal Il (fragment)

-2, 3:sialitransferasa Daﬁ;q mno : nd. . AJT83740CAHO4DAT.1.: s
STAGal| (Siadji". e E R . Dl R

-2, 3-sialitransferasa Danio rerio nd. AJTEIT41 CAHD4D16.4

STaGal | (Siats} _

-2, J-sialiltransferasa Danio rerio nd. - AJBzsazt an?S’i?ﬂ 1 ol AR,
ST3Gal Il {Siatg) S A
ei-2, 3-gjaliltransferasa Danio rerio nd. A 744809 CAGEHE 1

ST3Gal IV (Siatdc)
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0-23 zjaliltransferasa
STaGalvir]Sisto-rel)
«-2 B-sialiltransferasa
S5T8Gal | {Siat1)

e-2 B-sialiltransferasa
STBGalNACISiat?B)
-2 G-sialiltransferasa
STeGalMAc W (SiatTE)
(fraqmenta)

-2, 8-sialiltransferasa ; -

STeGalNAC VI (SiatTF) -
fragrnentok (5050 s
-2 B-sialiltransferasa
STaSia | (Sial BA)
{fragmenta)

e-2 8-sialiltransferasa
STESa il {Siat BC)
{fraqmento)

-2 8-sialiltransferasa
ST8Sie IV (Siat BD)
{fragmenta)

o-2 8-sialiltransferasa
5T8Sia V (5ial 8E)
{fragmenta)
@-2,8-sialitransferasa
5TaSia VI (Siat BF)
{fraqmento)
B.galactosamids -2 6-
sialiltransferasa Il -
(STeGal 1)
M-glycan oi-2 8-
‘sialiltransferasa

5T3Cal lli-rel{siat6r)
Si3Gal-v
st6GalNAc-Wi

o2 §-sialiltransferasa
{CG4BT1) STEGall

o2, 3:sialiltransferasa - o)

{ST3GalVIyiL -
&-2,3-sialiltransferasa
5TaGal |

-2 3-sialiltransferasa
STaGal |v.{fragmeni)
®-2,3-sialiltransferasa
{STE.GAL -1y

-2 6 smhltransferasa
(Siat7oy

-2, 8- sialiltransferasa
S5TeGal |

-2 6-sialiltransferasa
STEGANAC]L .. |

o2 ,é:éla-l_il{'r'é.r{ sferasa
ST5GalNAG Il

o-2 B-sialiltransferasa
STaGaIMAC Il (SIATTC)
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Dianio rerio
Danio rerio
Danio refio

Danio rera

_Danr'd refio

L e

Damo rero
' Danio reno

Dianio rerio

Danio rerio
- E-'ﬁ;ﬁiﬁ-r r;éria_
Danio ram:n
Danio rerio

Danio redo

R Eo

Damo rem:u

- Damo rem:n

Drr.'rs-:rpmla
melanogaster

Gaﬂ’us gaﬂus .

Gaﬂus ga.!-'r..rs '

Gauu's-j;'aﬂu's_: )

-'.-\J\.

Gallus gallus

e Gallis gallus -
LI R -

Gallus gallus

.. Gallus gallus

' -éa.lir‘i.rs §aﬂus

Gallus gallus

T

34994  X80503CAASEESE.1 Q11200

© R AUG205I CAROSESEY o

' 2.4.99.3

GenBank F-Gﬂ'r‘tpept SwissProt rgg

nd AJ744801 -:A-:sszs:u 1
nd. AJE:M;;QC;G:%W A

: Rt ey

n.d. AJ$4E\B?4 ¢AGIETIIJ3 1 -

Y AJT15535CAC1‘293?41 o

nd. - AJTI5543CAG29382.1 -

nd.  AJT15545CAG29384.1

nd. . AJT15546 CAG29385.1

nd.  AJ715851 CAG29390.1

S n.__;;':'_ A.Isz?az?cﬁmadgh

nd BC05D433 MH5D433 1 Q7ZUs1
AYD55462 AALYTETS 1  QBOHE3
NM_153662 NP_705048.1
- Und.. BCOS3179AAHS3175.1 QTTIBS
- L -AJBZEBZ0CAFZSITEY v
2o NMLS200355 NR-956649.1 L D L L
nd. _ AJE19980 CAF04061.1 o
“ndl * BCOBOD3Z MH609321 P
o w AJ&ZUQ4?CAFQ55&41 ,' .
249897 AEQD3465 AAF4TZ56.1  Q8GU23
AF218237 AAG13185.1 QoW1
AF30TE32 AAKS2126.1
AEQD3I465 AAMTOTE A
NW_079128 NP_523853.1
NM_166684 NP_ ?254]’41
“nd: . AJ585767 CAE513911 r“.' o
R | M62?2E!4 C.&FEEEUS 1\ LY : .

..-'<

NM_205217 NP_530548.1

2499- 7 AFuaszsumcwwai ‘073724,

nd. AJ555?$1 CAE51 355 2

3 ‘,_ ..;.____ .

24991 xrsséa CAAS37351 Q92182

o]
X?494Ecusz$uz- ",
. NM_ 205240 NBY9d0STIM A o vt
2499-  X77775AAES8030.1 Q02184

. NM_205233CAA54813.1
. T NP_990564.1
nd. - AJG34455 CAG25677.1
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. } ".d'

AJB4BBRTT ChGEG?ﬂG 1

ffragmento) o o
o-2 6 sialiltransferasa Galtus galus

STEGalNAC V (SIATTE)
ffragmentn‘,l
%-2.8° sialiitransferasa " . Gallus gal'u'us L 2499 Ufairiﬂﬁ'ﬁff :-P'.‘.»"QIBE C
(GD3:gintasa LSTASEA L "0 . “ SrostL sl R R \ﬁ%ﬁ Ll
0-2 B- zigliltransferaza " Gallus gab'us n.d. AJEI0410 CAG2TE81.1 h
(SIATSB) :
o238, sialilfransferasa | TR ':'Gaﬂﬂ's'gaﬂht_'_': B K B MBEMZQCAGZ?BG’EW
(SIATEC) - , - Bl D gk M e e
o-2,8- smhltransferasa Gallus gailus n.d. M699424¢M32?386 1
(SIATSF)
o-2,8: sialiltransferasa & Gaﬁusgaﬂus S jum‘?mam CRG28697.1. !
STESi-V (SIATBC) - o P Sy L s
ﬁgalactggamida -2 .6 Gﬂﬂus ga#us AJﬁE?ﬁQQ CAF29497, 1
sialitransferasa il
(ST6Gal II) ] . o
GM3 sintasa (SIATS) v Gallus galfus & 240899, AY515255 AASB3519 4 S AT
polisialiltransferasa: Galius galfus 2480.- AFO08194 AABD5120.1 042399
STBSia IV o o _
w-2, :}5|a|||tran5ferasa Homo sapiens: 24994 ;LEQESEMASEEizi CQneot "
ST3Gall : ' R AF059321MC1?B?511 L OB0BTT
- L139T2MC3?5?41 GQUNS'I
_ AF155233MD39‘2331 ) ;
- AF186191 AAG29876.1
"BCO18357 AAHT18357.1
NM_003033NP._D03024.1
: - st NM_1T3344 NP_T75479 .1 -
-2 3- sialiltransferasa Homo sapiens 24994 UB3090 AAB403801 016842
STiGalll ) BCO3&777 AAH3B6TT7.1 Q00654

XDEBET CAAGS447 1
_ .. NM_008927 NP_008858.1

%-2,3- siailtransferasa Homo sapiens | 24996 23768 AAR3S7IB.1 -, Q11203
ST3Gal lil (SiaTg) . B L T BCGEDHBDMHEMEM QBEURE o
AFdZE&Q%}&A 0138597+ GRBUR7 ~ =~

AF425852 AAD1 3 301 -QB5URE |
AF4353573 AROT B61.1  CBBURS -
AF425854 AAD13862.1 - QBBUSD: "
E425¢5§MD133531 QBEUS,L:_
AF425353M0133341 -gseus2” -

U AF425B57 AAO1386511 j:

- 'AE425E53M013&561

i 4 '...Q q

4 ki 31 v
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AF425865 AAOTIBTIA - @ﬂmsr %
"AF425866 MAQTIBTAT ~ QBIXS2": *
AF425867 AAD13875.1 “ QBIXS3
“AY167992AA03BB06.1.

YT AY167995 ARC38E09:
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NM_174972 NP_777632.1
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FIGLIRA

Qrganisma

EC# GenBank | GenPept Sw:ssl’-“rnt

Homao sapiens 2.499.- L23787 AAA1IB4E01  O11208
AFDIE240AAC141621 060497
BCO10645 AAH10645,1 Q965009
AYD40E26 AAKSITI0.1  CENGASB
AF518602 AAMG6431.1  CENBAT
AFS516603 AAMB6432 1 QBNFD3
AF516604 AAMBE433.1  QBNFGT

AF525084 AANMB1378 1
X74570 CAAS2662 1
CR456858 CAG33139.1
NM _006278 NP %062591
] 193 DIFTAY Lggyay
231 '“' 'Jﬁtzél’f "
P.EHJ'2291 8 B.HA? 760871
F\IET.’BZB CAEBQ«BQS 3
AXE86023 CAFOO167 1

. NM_: 006100 NP2 00B0S1 1 _

" Homo sapiens nd.

BEO0BGE0 ARHOEE80.1 ~ GB6Y44
ABO58780 BAB47506.1  QBIUGT
AB059555BAC24793.1  (QU6HE4
AJ512141 CAD54408.1  Q96JFD
AX795193 CAE4B260 1
AXT795193 CAE48261 1
o  NM_032528NP_115917.1
« 3, Homo sapiens. . BCO59363 AAHS9363 17 t

i AY 358540 AAQBEG0S 1

. AKoe12isBaCo3B1if L

- 1 AJS07291 CADAS3ITIA i

NM-_-152995NP_$94'541.1 T
BCOO1201 AAHO1201.1
AKO5B241 BABT1127 4
ALO35400 CABT2344 1
AJ507252 CAD45372 1

NM_030965 NP_112227.1

E 2499- <-U14550 AAA52228.1

chms&mﬂmsm _

. TTAJ251053 CABE1434.1 -

- NM:006458 NP2 0084471 s
BCO31476 AAHI1476.1  P1580
BC040008 AAH40009 1

- A17382CAA01327 1

A23699 CAAD1686.1
X17247 CAA3S1111
X54363 CAAIB246.1
XE2822 CAA44634.1

NM_D03032 NP_003023 1

L NM_173216NP_7753231

Homasapfans 2'4‘99-33‘*’5(5:0_‘&1,&2%2‘233221

e LAY 096001 AAMZ2600;

AV 358918 ARQBG2TT |

Kmuﬁa BAABOGS. 1

Homo sapiens n.d. QoBVH7

QELIaI7 .
ey 2971 '

Homo sa;:iien's_ ' 2 4 BrEI 1

. £ 30 A T

P AL R 'h'a’ 41“4 F?’U’é{z PRIINE S jh%ﬁ-._
Hamo sapiens 2.4.99.- La1 B8O AACH41TTS A uam F4
BCO2TA66 AAH2TREE 1 Q82187
BCO5S3657 AAHS365T 1 Q92693

nm _005668 NP_0D0S669.1

Homo sapiens g LSZHB?JHM&EG&S1 N

24998

. Avaagé?smsrms L
I S ET T T D26360 BAADS3S1:
iRt YX77922 CAAS4B9T -

' ' NM_003034 NP_003025.1 " T8t
L29556 AAATBE13.1 Q92188

Homa sapiens 2499.
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FIGLIRA

Qrganisma

k Homo sap:ens

Homo sapiens

* Homo sapiens

; ‘_ Homo saplens

Homo sapiens

T Mesocricelus
avrafus

82

2.4.99.-

24999  AF105026 AAD14634.1

S 2.4.89-

FDB
13D

EC# GenBank | GenPept
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MGC:81265) ’ ' . e . '
0-2 3-sialiltransferasza Xenopus fropicslils nd. AJE26744 CAF25054 .1
(3Gal-vI) : » B
[ 3-s|a|||transferasa . " Xenapus I'mplr:aﬂs. “hd, AJIEEZEHJBC#FHUEB1 R
(Statdc) o R R S
o-2,6- mahltransferasa Xenopus troputca.rfs rn.d. AJEdBB?S CAGEEM? 1
STEGalNAz V ({Sial7E)
(fraqmento) S o S
© ®-28-sialiltransferasa Xenopus tropicalis - nd. . 7 AJ715544 CAG293831
STESia Il (Siat 8C) : : R TR R R Phi
(fragmento) . - - P Tk RS B At ] PR
F’galactusawdau 2 B- Xenopus tropicalis nd, AJE27628 CAF29496.1
gialitransferasa Il
(STEGal Il) . o . o
sialiltransferasa StBSial - Xenopus tropicalis nd. . AYB5Z775 AATET042
poli-&-2.8-sialosil sialitransferasa ‘Escherichia coli k1. " 243 MT6370AAAZ24213.1 DE?NB :
(NeuS)" g WE e KBOSEB CAAM053. R
nolisialitransferasat Escherichia coli K82 24-~ MBgsT AAAZSZ215,1 Q4?4u4
®-2.8 polisialiltransferasa SiaD -+ iNeiskeria menrngmd:s 245 MISOS3IAAA20478.1 Q51281
. ’ B840, . Co . X7BO6BCAAB4985.1 Q51145 ..
SynE Neisseria memngn‘:das UTSES0AABS3842.1 006435
FAM18
pnl|5|allltransferasa {Stal:u ffraqmentu}wgrg;;na menmgjr;dis . _-r_l.fg:!.g {A\,’ZS-{ gzﬂ.namgp 1:
5t M107 B :
Sial ffraqmentn} Neisseria menmgrﬂdrs n.d.
Mz0g .
SiaD (fraq_mentn} . {_' v Ns.rssenamenrng:mrs nd f‘"qﬁtgzéwh
’ . TM3045: C. ¥
pnl|5|a|||transferasa {SiaD) n.‘fraq_menm} Neisseria meningitidis nd
M3315 _
SiaD ffraqmentn} ST L UNEiSsena mamrrgmms e
AN At A -M3.§15 b

pullﬁlallltransferasa {SlalefraqmentD} Neisseria msnmgmdrs o nd AY2M1QDMQBSEBH1
M4271 :

SiaD (fraqmemn} ' Neisseria meningitidis = nd. .k‘fzﬁmiﬁ”.ﬂ'ﬁpﬂygi
Mdaa2 . LR m..d:r:l'-h
pnhsmhltransferasa ISlaDIffraq.mentD} Neisseria meningitidis n.d. -A‘r23419‘3 AADES291.1
M517T
SiaD * " Lo e _Neisseria men.rngrr.rdus nd. 8
R ' ) Msirg: S -
Siab (fragmenta) Neisseria meningitidis n.d. A‘I‘EBIMEMFSHEH.‘I
4980 )
NMEDDE7 Neisseria meningitidis ~ nd. NC_003112NP_273131"
MOS8 . R 2 Y
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FIGURA 11L

ECH  GenBank/GenPept SwissProt | o

Lst ~ Asromonas nd. AF125%56 AA$$' F
RS T “punctata Sch3 R P
ORF2 Haemophilus n.d. MB'I 555 RMZIIBTB 1

infivanzae A2

HI‘}EQE'-' e u i_'HBBmcphrJus T opd - 32682 AA
Sl BT N ,:ﬁnumzae Rd 7 57 NG 'DDUEQTLHF GBarIR1E g
o-2,3- 5|aI|Itransferasa Neissaria 24894 U&Dﬁﬁdhﬁm351 PTI074
AAEBT205.1
-2, 3-sialiltransferasa
s EERN DR ot - =+ wncc :
PSR S COR0T0N s T e gl B
ce-2. Fsialitransferasa Na:'sserr’a - 24994 UG0EG1 AACA4543.1
meningitidis
4068Y, NRCC
o 4030 - _
o2, 3-gialiltransferasa -, Neissarig '=. 24894 °  UBDEBOAACE4541.1:
(NMBO922) _ ©meningifigis. "B % AEQ02443 AAF413301
: : - -Mcsg e i INCIOD3112NP22T3962.0 i Ll i
NMA1118 Meisseria " nd AL162755 CABB4380.1  QOJUVS
meningiticis NC_003116 NP_283887.1
o Z2491
FMa508 Paslauralla nd. - AE00B086 AAK02592.1 QQCNI:4.- :
muitocida S5 NCL002663 NP 2454451 "
WaaH Salmonella nd. F-F519?B'|" A.ﬁm2550.1 QBKSQE
enterica '
_ . SARB25 o
WaaH ) . 'Safmpneﬂa .ond. - AF519?$$FLAM31551 A QﬁKSQE
R . enterica SARB3 UL TLE SRR T ELr R
Waak Saimonella nd, AFEW?EEJ AAMB2552.1
. enterica
_ SARB39 o _
WaaH R © -Salmonella; - . nd. . '
- : ' . enterica 5t o0 i .
§ e - " BARBS3Y LR T
WaaH ’ . Sarmor:-eﬂa n.d. AFS19791 AAMB2554.1  QEKSI
entenca
SARB5T

- Saimoneﬁa

AF519783 AAM82556.1° stssg

,em'eu =k 4 F .,3' msf’*‘ %
R gpﬁd’-

SAR! ,.fif_‘éfw BNy
Sahnonaﬂa n.gd. AF&TQ?BEMMEZSES‘! QBKSQD

enferica SARBE -
_ {3 T.&FS%E?T_?MMB_SE

o g SNiENCE UL :
R o wLSARCIOV. L L gz
WaaH (fragqmento) Salmanella: nd. AF515781 AAMBSB42 1
. enferica
. SARC1Z
WaaH (fragmenta)’ . Salmdnella cnds AF’5]§?BE"§.AM$BMS1 QaKses T
enterica I _ 5-: - oo
- BARC13 . R L AT R : R
WaaH {fragrmenta) Ealmanella n.d. AF519?33AAMH3M.1 Q8KSa7
: enterica .
SARC14/
Saldioriela Cond AF519?&4AAM$B&451_;' Q8K SHELE
. . T gritérica BN T T
L : el Sl JEAEEISARCYEN O TR '-qj. AR P
Waak Salmonella . n.d. AF TQ?&EMH”ME! QIEKS9s
enterica e
SARC18l '

.S‘a'i‘rg.?naﬂggp
o

" WaaH
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vansggrens)
WaaH (fragmento)

WaaH

WaaH
W_aa_H
WaaH

UDP-glucosa: o-1,2-

glucosiltransferasa (WaaH) - -

0-2,3/-2,8-
sialiltransfarasa (Cst-1l)
Cst bifuncional

-2 3-sialiltransferasa (Cst-
l£2,3-sialiltran§_ferasa (Cst-
ILIJEI-Z 3-gialiltrangfarasa (Cst-
Itli-z.w&mal|It;an§_ferasa
{Cstily

o-2, 3 sialiltransferasa cst-l
m—2.3-sia|ilfrén_s_ferasa[Cst-
02, 3-00-2, 8- sialiltransferasa
{CsHI)

-2, 3!5-5|allltransferasa
(Cst-ll) -

DRF R LA

m 3 smhltransferasa cstlll

o2 JJsialiltransfarasa cstlll '

Cj1140 .o L
o2 3f-2,8- 5|aI|I1ransferasa
H (estity

-2, 3k0-2,8- mahltransferasa '

Il {CSHI} :_'.' - "," o
-2, 300-2, a-smllltransferasa
11 {Cetil)

o-2, 32 8-sialiltransferasa
11 (Cstll} .

-2, 3002 8- smhltransferasa
I {Cstln

-2, 35|allltransferasa c:-t-! .

uvz'aa-z 8-
sialiltransferasa (Cst-l)
bifuncional

. ATCC 43432,

ATCC 700257

Campy!obactermum

S NCTC 111685

Saimonelia
enterce
SARC3I
Saimonelia
anterica
SARCHI )
: Saimoneﬂa
-enterica;.
SARCS!a
Salmanelia
entarncea
SARCEIa

. .Sa.'monsﬂa

-.enranca
SARCE
Salmonella
enlenca
SARCIV
Salmonelia: -
em‘enna suhsp
'anzunae S'ARC
LI

AFS519773 AAMBB835.1 ~ QBKSA3

o At S | '--: t t- B
AF519775 AAMBEB3IT 1 QBKSAZ

L -.hF5_'1 8777 anmam@:-.,._&ﬁxﬁm
R A S L A

nd. RFSIQ??BMMEBS 39 1 QE-KSNj

;.4.1,- : m=51111smms1551 .

I

Campylobacter jejuni ‘AF 401529 A.ﬁ. anm A
ATCC 43448 .
Campylobacter jejuni
Bi-176
Campylobacter jejuni
ATCC 43429
Campylobacter jejuni
ATCC 43430

Gampﬂobaderje;um 5

ndy Q’Q:‘I.CIS_ LE

n.d. AF3055?1 AA LD‘SSBB 1

2.4.99.- AYD44156 AAKTI183.1

2.4.99.- AFAD0047 AAKB5419.1

2.4.99.; AF215659AAG43979.1 . Q9FOMY

néa’r&nau '
AFAET346 AAFSAT3TA =

Campylobacter jejuni  n.d. AFAD0D48 Ms(gﬁzs 1
ATCC 43438
Campylobacler jejuni -
ATCG 43446, =7 |
Campylobacler jejuni
ATCC 43456
Campymaacrer ;e;unr .
ATCC 43460 -
Campylobacler jejuni

"_2.4_99_. .

4':.193:105 '
| QO3BX6 i -

o

2.4.99.- .AF401 523 AALDEHD ‘l

2,499
W . o

jA‘l’ﬂddEEB AAKB&OM 1

rgnrff?b?ﬁéﬁau A 42, :
Ga1Ti ‘aﬂ‘ﬁ':r b

AF I 95055 Mczsazz 1
‘AF139077/CABTI95:1 ¢
?N_ $00216ANP; 2822848,

Frase 7
MSC57360 o
Campﬁoﬂact&r;e;u '

Campylobacter jejuni - AADDEEES 1
Q-0 AXO34427 CAFD416T.1
Campﬂa.bacfehe;um n. d, %?:E‘ 49, CAFN 69 1

1R . - e, By by -
Campyinbacrer ;e;um n. d AX934436 Ch Fclulﬁi 1
36
Campylobacterjejuni  n.d. Axﬁauéq CAFIMHD 1 : R
o4 L i ) S
Campylobacter jgjuni  n.d. "~ ARODE670.1
41 -AATITSET 1

. : | AX934420 CAF04168.1

Campylobacter jejuni  2.4.99., ’%ﬁ&ﬁ;ﬂ&&. g

S OH4384 T L ARS3IB2611 k ER
Campylobacler jgjuni 2.4.99 - AFHDQH AAFIITT1A iRO7C
OH4384 AXB34425 CAFO4166.1 1ROBA

90



ES 2422 187 T3

Qrganismo

EC#

Hlﬂzﬁ:—.* {fragme htao ]l

PM1174

Secuencia; 107 de Ia patente s
6503744 1 fnh
Sacuencig 10 dela FIEITEFITE (W=
6699705

Secuencia 12'de |3 patente s
BEOGTOS -

Secuencia 2 de la patente S
B705834

Secuencia 3 de la patente US
B503T44 )

Secuencia: 3 de la patente LIS
BEI9T05

Secuencia 34 de la patente US
6503744

Secuencia 35 de la patente LS
5503744 (fragrmento)
Secuencia 48 de la patente US
BESETOS )
Sequence 5 de la patente US
6699705

Secuencia @ de la patente US
6503744

Rd

F’asteumiia mﬁrfoca'da

PMTO

Desconocida

Descnﬁ]:ucidn
Desconocido
Desconocido
Desconocido

Desconocida

Cescanocido =

Desconocida
Desconocida

Desconocida

Desconocida
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Haemophnlus ;nﬂuen:a& n d

nd.

xs?ati q_ﬁ .
NC_000907.NR 4385165

AE006157 AAK03258.1
NC_ ﬂuzeasmp 246111 1

n.:!:l'.

nd .'

nd.

n.d.

nd,

n.d.

n.d

I'lq'.
nd.

n.d

LR L T

) AATﬂ!IEB 1

MT!SZEZ 1
Mﬂﬂ'ﬁﬁﬁﬂ 3 I
-ﬁ.ATﬂQ'ﬁﬁ 1

g

- AACS6685.1

- AAS36262.1

-". Wl

_AAT17966.1

'..w AATATS70.1 77

i n'|.1 _--'

i -AAOSEBT
- -AAT17988.1

¢ -RAOSBETLA
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