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DESCRIPCION
FSH recombinante que incluye sialilacién en alfa 2,3- y alfa 2,6

La presente invencion se refiere a gonadotropinas para su uso en el tratamiento de la infertilidad. En particular se
refiere a la hormona foliculoestimulante (FSH).

Las gonadotropinas son un grupo de hormonas glicoproteinas heterodiméricas que regulan la funciéon gonadica en el
macho y la hembra. Incluyen la hormona foliculoestimulante (FSH), la hormona luteinizante (LH) y la gonadotropina
corionica (CG).

FSH es secretada de forma natural por la hipdfisis anterior y funciona para apoyar el desarrollo folicular y la
ovulaciéon. FSH comprende una subunidad alfa de 92 aminoacidos, también comun a otras hormonas glicoproteinas
LH y CG, y una subunidad beta de 111 aminoacidos unica a FSH que confiere la especificidad bioldgica de la
hormona (Pierce y Parsons, 1981). Cada subunidad se modifica postraduccionalmente mediante la adicion de
residuos glucidicos complejos. Ambas subunidad tienen 2 sitios para unién de glicano unido en N, la subunidad alfa
en los aminoacidos 52 y 78 y la subunidad beta en los residuos de aminoacidos 7 y 24 (Rathnam y Saxena, 1975,
Saxena y Rathnam, 1976). Por tanto, FSH esta glicosilada hasta aproximadamente el 30% en masa (Dias y Van
Roey. 2001. Fox et al. 2001).

Se ha usado FSH purificada de orina humana posmenopausica durante muchos afios en el tratamiento de la
infertilidad; tanto para fomentar la ovulacién en la reproducciéon natural como para proporcionar ovocitos para
tecnologias de reproduccion asistida. Dos versiones recombinantes de FSH, Gonal-F (Serono) y Puregon (Organon)
estuvieron disponibles a mediados de los afios 90. Estas se expresan ambas en células de ovario de hamster chino
(CHO) (Howles, 1996).

Hay considerable heterogeneidad asociada con las preparaciones de FSH que se relaciona con diferencias en las
cantidades de varias isoformas presentes. Las isoformas individuales de FSH muestran secuencias de aminoacidos
idénticas pero se diferencian en el grado al que estan modificadas postraduccionalmente; las isoformas particulares
se caracterizan por la heterogeneidad de las estructuras de las ramificaciones de hidratos de carbono y cantidades
diferentes de la incorporacién de acido sidlico (un azdcar terminal), ambas de las cuales parecen influir la
bioactividad de la isoforma especifica.

La glicosilacion de FSH natural es muy compleja. Los glicanos en la FSH hipofisaria derivada de forma natural
pueden contener una amplia gama de estructuras que pueden incluir combinaciones de glicanos bi-, tri- y tetra-
antenarios (Pierce y Parsons, 1981. Ryan at al., 1987. Baenziger y Green, 1988). Los glicanos pueden tener
modificaciones adicionales: fucosilacion del nucleo, glucosamina bisectante, cadenas extendidas con acetil-
lactosamina, sialilacion parcial o completa, sialilacion con enlaces 02,3 y 02,6 y galactosamina sulfatada sustituida
por galactosa (Dalpathado et al., 2006). Ademas, hay diferencias entre la distribucion de las estructuras de glicano
en los sitios de glicosilacion individuales. Se ha encontrado un nivel comparable de complejidad de glicanos en FSH
derivada del suero de individuos y de la orina de mujeres posmenopausicas (Wide et al., 2007).

La glicosilacion de productos de FSH recombinante refleja la gama de glicosiltransferasas presentes en la linea
celular huésped. Los productos de rFSH existentes derivan de células de ovario de hamster chino (células CHO)
manipuladas. La gama de modificaciones de glicano en rFSH derivada de CHO esta mas limitada que las
encontradas en los productos naturales, derivados de extractos hipofisarios u orina. Los ejemplos de la
heterogeneidad de glicanos reducida encontrada en rFSH derivada de CHO incluyen una falta de glucosamina
bisectante y un contenido reducido de fucosilacién del nucleo y extensiones de acetil-lactosamina (Hard et al., 1990).
Ademas, las células CHO solo pueden afiadir acido sialico usando el enlace 02,3 (Kagawa et al., 1988, Takeuchi et
al, 1988, Svensson et al., 1990). Esto es diferente de la FSH producida de forma natural que contiene glicanos con
una mezcla de acido sialico unido en 02,3 y a2,6.

Se ha demostrado que una preparacion de FSH recombinante (Organon) se diferencia en las cantidades de FSH
con un punto isoeléctrico (pl) por debajo de 4 (consideradas las isoformas acidas) cuando se comparan con FSH
hipofisaria, sérica o de orina posmenopausica (Ulloa-Aguirre et al., 1995). La cantidad de isoformas acidas en las
preparaciones urinarias era mucho mayor comparada con los productos recombinantes, Gonal-f (Serono) y Puregon
(Organon) (Andersen et al., 2004). Esto debe reflejar un contenido molar menor de acido sialico en la rFSH ya que el
contenido de glicano cargado negativamente modificado con sulfato es bajo en FSH. El menor contenido en acido
sialico, comparado con la FSH natural, es una caracteristica de ambos productos de FSH comercialmente
disponibles y por tanto debe reflejar una limitacién en el proceso de fabricacion (Bassett y Driebergen, 2005).

Existe un gran cuerpo de trabajo cientifico que analiza e intenta explicar las variaciones en la glicosilacion de FSH
entre individuos y cambios durante el curso de un ciclo de ovulacion. Una de las discusiones principales se refiere a
la observacion de que la concentracion de FSH y el contenido de acido sialico disminuyen ambos durante la fase
preovulatoria del ciclo. El contenido disminuido en acido sialico produce una FSH mas basica que tanto se depura
mas rapidamente como, al menos in vitro, es mas potente en el receptor diana (Zambrano et al., 1996). La pregunta
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respecto a la relevancia bioldgica de estos cambios y como pueden estar implicados en la seleccion del foliculo
dominante permanece sin resolver (revisado por Ulloa-Aguirre, 2003).

Se ha documentado el tiempo de vida circulatoria de la FSH para materiales de una variedad de fuentes. Algunos de
estos materiales se han fraccionado basandose en la carga molecular total, caracterizados por su pl, en los que mas
acido equivale a mayor carga negativa. Como se ha indicado previamente el principal contribuidor a la carga
molecular global es el contenido total en acido sialico de cada molécula de FSH. Por ejemplo, rFSH (Organon) tiene
un contenido de acido sialico de aproximadamente 8 mol/mol, mientras que la FSH derivada de orina tiene un
contenido mayor de acido siadlico (de Leeuw et al., 1996). Las velocidades de depuracion en plasma
correspondientes en rata son 0,34 y 0,14 ml/min (Ulloa-Aguirre et al., 2003). En otro ejemplo donde una muestra de
FSH recombinante se separd en fracciones de alto y bajo pl, la potencia in vivo de la fraccién de pl alto (menor
contenido en acido sialico) disminuyd y tenia una semivida en plasma mas corta (D’Antonio et al., 1999). También se
ha descrito que la FSH mas basica que circula durante los estadios tardios del ciclo de ovulaciéon es debido a la
disminucioén de la a2,3 sialiltransferasa en la hipdfisis anterior que se produce al aumentar los niveles de estradiol
(Damian-Matsumara et al. 1999. Ulloa-Aguirre et al. 2001). No se han descrito resultados para la a2,6
sialiltransferasa.

El contenido total en acido sialico de la FSH y rFSH no es directamente comparable ya que los acidos sialicos
comunmente se unen de dos maneras. La FSH hipofisaria/sérica/urinaria contiene acido sialico unido tanto en 02,3
como 02,6, con una predominancia del primero. Sin embargo los recombinantes derivados de células CHO solo
contienen 02,3 (Kagawa et al, 1988, Takeuchi et al, 1988, Svensson et al., 1990). Esta es otra diferencia entre los
productos naturales y recombinantes actuales ademas del menor contenido total en acido sialico del ultimo.

Las células CHO se usan comunmente para la produccion de proteinas recombinantes humanas farmacéuticas. Un
analisis estructural ha identificado que el acido sialico esta exclusivamente unido por un enlace a2,3 (Kagawa et al,
1988, Takeuchi et al, 1988, Svensson et al., 1990). Muchas glicoproteinas humanas contienen una mezcla de
enlaces tanto a2,3 como a2,6. Por tanto, las proteinas recombinantes expresadas usando el sistema de CHO se
diferenciaran de sus homologos naturales en su tipo de enlaces de acido sidlico terminal. Esta es una consideracion
importante en la produccion de productos biolégicos para uso farmacéutico ya que las fracciones glucidicas pueden
contribuir a los atributos farmacolégicos de la molécula.

Es deseable tener un producto de rFSH que replique o mimetice mas estrechamente el perfil fisioquimico y
farmacocinético del producto producido de orina humana. Es deseable tener un producto de rFSH que tenga
propiedad o propiedades farmacocinética(s) mejorada(s) comprado con el producto recombinante conocido.

Segun la presente invencion se proporciona FSH recombinante (“rfFSH” o “recFSH”) que incluye sialilacién en 02,3 y
sialilacion en a2,6 en donde el 60% o mas de la sialilacion total es sialilacion en 02,3 y del 5 al 40% de la sialilacion
total es sialilacion en a2,6; en donde la FSH recombinante tiene un contenido en acido sialico [expresado en
términos de una proporcién de moles de acido sialico respecto a moles de proteina] de 10 mol/mol a 15 mol/mol. La
rFSH (o preparacion de rFSH) de la invencion puede tener el 5% o menos de la sialilacion total que es sialilacion en
a2,8, por ejemplo, del 0,1-4% de la sialilacion total puede ser sialilacion en a2,8.

Los solicitantes han encontrado que el tipo de enlace de acido sialico, a2,3 o a2,6, puede tener una influencia
drastica en la depuracion biolégica de FSH. Las lineas celulares humanas, en oposicién a las lineas de células CHO,
pueden expresar FSH recombinante con acidos sialicos unidos por enlaces tanto 02,3 como a2,6. En el ejemplo 4 se
hizo una linea celular con FSH recombinante que expresaba FSH que contenia glicanos con bajos niveles de acido
sialico unidos tanto en a2,3 como en a2,6 (figura 6). Este material basico, con contenido limitado en acido sialico
(figura 4) se depuraba de forma muy rapida de la circulacion en rata como se predeciria (figura 7). La linea celular se
sometié después a un segundo paso de manipulacién con la adicién del gen que codifica la a2,6-sialiltransferasa
(ejemplo 5). La rFSH resultante estaba altamente sialilada mostrando un contenido en acido sialico y distribucion de
pl comparable con la FSH urinaria (figura 5). Sin embargo, el material se depuraba muy rapidamente de la
circulacion de ratas a una velocidad comparable al material original que tenia bajo contenido en acido sialico (figura
8). Esta era una observacion inesperada ya que se sabe que una proporcion de acido sidlico en la FSH natural y
biolégicamente activa esta unido en 02,6. Se encontré que la depuracion de rFSH sialilada en 02,6 estaba mediada
por el receptor de asialoglicoproteina (ASGP) encontrado en el higado (ejemplo 9). Esto se demostré por el bloqueo
transitorio de los receptores de ASGP usando un exceso de otro sustrato para el receptor. Con el receptor
bloqueado por asialofetuina, la depuracion esperada por el material altamente sialilado se restablecio (figura 9). Esto
se mantuvo durante varias horas hasta que el bloqueo se superd y la rFSH altamente sialilada unida en a2,6
reanudod su rapida depuracion.

Se hizo FSH recombinante con una mezcla de acido sialico unido tanto en a2,3 como a2,6 manipulando una linea
celular humana para que exprese tanto rFSH como a2,3-sialiltransferasa (ejemplo 4 y 5). El producto expresado es
muy acido y tiene una mezcla de acidos sialicos unidos tanto en a2,3 como a2,6; el ultimo proporcionado por la
actividad sialiltransferasa enddgena (figura 6). Esto tiene dos ventajas sobre rFSH expresada en células CHO
convencionales: primero el material estd mas altamente sialilado debido a las actividades combinadas de las dos
sialiltransferasas; y en segundo lugar el material se parece mas estrechamente a la FSH natural. Esto es probable
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que sea mas biolégicamente apropiado comparado con los productos recombinantes derivados de células CHO que
producen solo acido sialico unido en 02,3 (Kagawa et al, 1988, Takeuchi et al, 1988, Svensson et al., 1990) y tienen
contenido disminuido en acido sialico (Ulloa-Aguirre et al., 1995, Andersen et al., 2004).

Los solicitantes han encontrado sorprendentemente que la rFSH de la invencién puede replicar o mimetizar mas
estrechamente el perfil fisioquimico y farmacocinético del producto urinario humano natural que otros productos
recombinantes. En otras palabras, la rFSH de la invencién puede ser mas cercana a la FSH “natural’. Esto puede
tener ventajas significativas respecto a la dosificacion, etc. Ademas, un producto mas “natural” o mas “humano”
puede ser mas deseable para el paciente, que puede desear que la terapia, aunque en un sentido artificial, sea tan
“natural” como sea posible. Puede haber otras ventajas (por ejemplo, ventajas farmacocinéticas) en un producto
recombinante que tiene estructura glucidica (por ejemplo, glicano) que es mas cercana a la FSH natural (por
ejemplo, urinaria humana) que otros productos recombinantes.

Por tanto, la invencion es una version recombinante de FSH que tiene una mezcla de acido sialico en 02,3y 02,6 y
por tanto se parece mas estrechamente a la FSH natural. Se espera que el uso de este compuesto para la
estimulacion ovarica controlada, en técnicas de FIV, e induccién de la ovulacién produzca una estimulaciéon mas
natural del ovario comparado con productos recombinantes existentes.

Segun la presente invencion se proporciona FSH recombinante (“rFSH” o “recFSH”) que incluye sialilacién en 02,3 y
a2,6 en donde el 60% o mas de la sialilacion total es sialilacion en 02,3 y desde el 5 al 40% de la sialilacion total es
sialilacion en a2,6; en donde la FSH recombinante tiene un contenido en acido sidlico [expresado en términos de
una proporcion de moles de acido sialico respecto a moles de proteina] de 10 mol/mol a 15 mol/mol. La rFSH o
preparacion de rFSH pueden opcionalmente incluir ademas sialilacion en a2,8.

En formas de realizacién de la invencion, la rFSH puede estar presente como un Unica isoforma o como una mezcla
de isoformas.

La rFSH segun la invencién tiene un contenido en acido sialico [expresado en términos de una proporcion de moles
de acido sialico respecto a moles de proteina] de entre 10 mol/mol y 15 mol/mol, por ejemplo entre 10 mol/mol y 14
mol/mol, por ejemplo, entre 11 mol/mol y 14 mol/mol, por ejemplo, entre 12 mol/mol y 14 mol/mol, por ejemplo, entre
12 mol/mol y 13 mol/mol. La rFSH de la invencion se puede producir o expresar en una linea celular humana.

La rFSH (o preparacion de rFSH) segun la invencion tiene el 60% o mas de la sialilacion total que es sialilacion en
a2,3. Por ejemplo, el 70, 80 o0 90% o mas de la sialilacion total puede ser sialilacion en a2,3. La rFSH puede incluir
sialilacion en a2,3 en una cantidad que es desde el 65 al 85% de la sialilacion total, por ejemplo del 70 al 80% de la
sialilacion total, del 71 al 79% de la sialilacion total. La rFSH de la invencién puede tener desde el 5 al 40% de la
sialilacion total que es sialilacion en a2,6. La rFSH puede incluir sialilacion en a2,6 que es desde el 15 al 35% de la
sialilacion total, por ejemplo desde el 20 al 30% de la sialilacion total, por ejemplo desde el 21 al 29% de la sialilacion
total. La rFSH de la invencion puede tener el 5% o menos de la sialilacion total que es sialilacion en a2,8. Por
ejemplo el 2,5% o menos de la sialilacion total puede ser sialilacion en a2,8. La rFSH puede incluir sialilacién en 02,8
en una cantidad que es desde el 0,1 al 4% de la sialilacion total, por ejemplo desde el 0,5 al 3% de la sialilacion total,
por ejemplo, desde el 0,5 al 2,5% de la sialilacion total. Mediante sialilacion se quiere decir la cantidad de residuos
sialicos presentes en las estructuras glucidicas de la FSH. La sialilacién en a2,3 significa sialilaciéon en la posicion
2,3 (como se sabe bien en la técnica) y sialilacion en 02,6 en la posicion 2,6 (como se sabe bien en la técnica). Por
tanto, el “% de la sialilacion total puede ser sialilacion en a2,3” se refiere al % del niUmero total de residuos de acido
sialico presentes en la FSH que estan sialilados en la posicion 2,3. El término “% de sialilacion total que es sialilacion
en a2,6” se refiere al % del nimero total de residuos de acido sidlico presentes en la FSH que estan sialilados en la
posicion 2,6.

La FSH recombinante expresada en células de ovario de hamster chino (CHO) incluye exclusivamente sialilacion en
a2,3 (Kagawa et al, 1988, Takeuchi et al, 1988, Svensson et al., 1990).

La rFSH de la invencién se puede producir o expresar en una linea celular humana. Esto puede simplificar (y hacer
mas eficaz) el método de produccion porque la manipulacion y control de, por ejemplo, el medio de crecimiento
celular para retener la sialilacion puede ser menos critico que con procesos conocidos. El método también puede ser
mas eficaz porque hay poca rFSH basica producida que en la produccién de productos de rFSH conocidos; se
produce rFSH mas acida y la separacion/eliminacion de FSH basica es menos problematica. La rFSH se puede
producir o expresar en una linea de células Per.C6, una linea celular derivada de Per.C6 o una linea de células
Per.C6 modificada. La linea celular se puede modificar usando a2,3-sialiltransferasa. La linea celular se puede
modificar usando a2,6-sialiltransferasa. Alternativa o adicionalmente, la rFSH puede incluir acidos sialicos unidos en
a2,6 (sialilacion en a2,6) proporcionados por la actividad sialiltransferasa endégena [de la linea celular].

La rFSH se puede producir usando a2,3- y/o a2,6-sialiltransferasa. La rFSH se puede producir usando a2,3-
sialiltransferasa. La rFSH puede incluir acidos sialicos unidos en 02,6 (sialilacion en a2,6) proporcionados por la
actividad sialiltransferasa enddgena.
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Segun la presente invencion en un aspecto adicional se proporciona un método de produccion de rFSH como se
describe en el presente documento (segun aspectos de la invencidon) que comprende el paso de producir o expresar
la rFSH en una linea celular humana, por ejemplo una linea celular Per.C6, una linea celular derivada de Per.C6 o
una linea celular Per.C6 modificada, por ejemplo una linea celular que se ha modificado usando a2,3-
sialiltransferasa.

La estructura de rFSH contiene fracciones de glicano. Se pueden producir ramificaciones con el resultado que el
glicano puede tener 1, 2, 3, 4 o mas residuos de azucares terminales o “antenas”, como se sabe bien en la técnica.
La rFSH de la invencidon puede tener glicanos con presencia de sialilacion en estructuras monoantenarias y/o
diantenarias y/o triantenarias y/o tetrantenarias. La rFSH puede incluir preferiblemente estructuras de glicano
monosialilado, disialilado, trisialilado y tetrasialilado con cantidades relativas como sigue: 9-15% monosialilado, 27-
30% disialilado, 30-36% trisialilado y 25-29% tetrasialilado (por ejemplo, como se muestra por analisis WAX de
glicanos cargados, como se explica en el ejemplo 8 c).

Segun la presente invencién en un aspecto adicional se proporciona una composicion farmacéutica que comprende
rFSH que incluye sialilacion en 02,3 y sialilacién en a2,6 en donde el 60% o mas de la sialilacion total es sialilacion
en a2,3 y desde el 5 al 40% de la sialilacion total es sialilacion en 02,6; y que tiene un contenido en acido sialico
[expresado en términos de una proporcién de moles de acido sialico respecto a moles de proteina] de 10 mol/mol a
15 mol/mol.

La composicion farmacéutica puede comprender ademas hCG y/o LH.

Se puede obtener hCG por cualquier medio conocido en la técnica. hCG, como se usa en el presente documento,
incluye hCG humana y recombinante. Se puede purificar hCG humana de cualquier fuente apropiada (por ejemplo,
orina y placenta) por cualquier método conocido en la técnica. Los métodos de expresar y purificar hCG
recombinante se conocen bien en la técnica.

Se puede obtener LH por cualquier medio conocido en la técnica. LH, como se usa en el presente documento,
incluye LH humana y recombinante. Se puede purificar LH humana de cualquier fuente apropiada (por ejemplo,
orina) por cualquier método conocido en la técnica. Los métodos de expresar y purificar LH recombinante se
conocen bien en la técnica.

La composicion farmacéutica puede ser para el tratamiento de infertilidad, por ejemplo, para uso en, por ejemplo,
tecnologias de reproduccion asistida (TRA), induccién de la ovulacion o inseminacion intrauterina (IlU). La
composicion farmacéutica se puede usar, por ejemplo, en indicaciones médicas donde se usan preparaciones de
FSH conocidas. La presente invencién también proporciona el uso de rFSH descrita en el presente documento
(segun aspectos de la invencion) para, o en la fabricacién de un medicamente para, el tratamiento de infertilidad.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se pueden formular en composiciones bien conocidas
para cualquier via de administracion de farmacos, por ejemplo, oral, rectal, parenteral, transdérmica (por ejemplo,
tecnologia de parches), intravenosa, intramuscular, subcutanea, intrasusternal, intravaginal, intraperitoneal, local
(polvos, pomadas o gotas) o como un aerosol yugal o nasal Una composicion tipica comprende un soporte
farmacéuticamente aceptable, tal como una solucidon acuosa, excipientes no toxicos, incluyendo sales y
conservantes, tampones y similares, como se describe en Remington's Pharmaceutical Sciences decimoquinta
edicion (Matt Publishing Company, 1975), en las paginas 1405 a 1412 y 1481 -- 87, y el formulario nacional XIV
decimocuarta edicion (American Pharmaceutical Association, 1975) entre otros.

Los ejemplos de soportes, diluyentes, solventes o vehiculos farmacéuticos acuosos y no acuosos adecuados
incluyen agua, etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol, y similares), carboximetilcelulosa y
mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales (tal como aceite de oliva) y ésteres organicos inyectables tal
como oleato de etilo.

Las composiciones de la presente invencion también pueden contener aditivos tales como, pero no limitados a,
conservantes, agentes humectantes, agentes emulsionantes y agentes dispersantes. También pueden estar
incluidos agentes antibacterianos y antifingicos para prevenir el crecimiento de microbios e incluyen, por ejemplo,
parabeno, clorobutanol, fenol, acido soérbico, y similares. Ademas, puede ser deseable incluir agentes isotonicos tal
como azucares, cloruro de sodio, y similares.

En algunos casos, para realizar una accién prolongada es deseable ralentizar la absorcién de FSH (y otros principios
activos, si estan presentes) de la inyeccion subcutanea o intramuscular. Esto se puede lograr mediante el uso de
una suspension liquida de material cristalino o amorfo con mala solubilidad en agua. La velocidad de absorcion de
FSH depende entonces de su velocidad de disolucion que, a su vez, puede depender del tamario de los cristales y la
forma cristalina. Alternativamente, la absorcién retrasada de una forma de combinacién de FSH administrada por via
parenteral se logra disolviendo o resuspendiendo la combinacion de FSH en un vehiculo oleaginoso.
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Las formas en depésito inyectables se pueden hacer formando matrices microencapsuladas de FSH (y otros
agentes, si estan presentes) en polimeros biodegradables tal como polilactida-poliglicolida. Dependiendo de la
proporcion de FSH respecto al polimero y de la naturaleza del polimero particular empleado, se puede controlar la
velocidad de liberacion de FSH. Los ejemplos de otros polimeros biodegradables incluyen polivinilpirrolidona,
poli(ortoésteres), poli(anhidridos) etc. Las formulaciones inyectables en depdsito también se preparan atrapando la
FSH en liposomas o microemulsiones que son compatibles con tejidos corporales.

Las formulaciones se pueden esterilizar, por ejemplo, mediante filtracion a través de filtro que retine bacterias, o
incorporando agentes de esterilizacion en forma de composiciones estériles sélidas que se pueden disolver o
dispersar en agua estéril u otro medio inyectable estéril justo antes de su uso. Las formulaciones inyectables se
pueden suministrar en cualquier envase adecuado, por ejemplo, vial, jeringuilla ya rellena, cartuchos de inyeccion, y
similares.

Las formulaciones inyectables se pueden suministrar como un producto que tiene composiciones farmacéuticas que
contienen FSH (opcionalmente con hCG, LH, etc.). Si hay mas de un principio activo (es decir, FSH y por ejemplo,
hCG o LH) estos pueden ser adecuados para la administracion por separado o juntos. Si se administran por
separado, la administracion puede ser secuencial. El producto se puede suministrar en cualquier envase adecuado.
Por ejemplo, un producto puede contener un nimero de jeringas ya rellenas que contienen bien FSH, hCG o una
combinacion de tanto FSH como hCG, las jeringas embaladas en un blister u otro medio para mantener la
esterilidad. Un producto puede contener opcionalmente instrucciones para usar las formulaciones de FSH y hCG.

El pH y la concentracién exacta de los varios componentes de la composiciéon farmacéutica se ajustan segun
practica de rutina en este campo. Véase, GOODMAN y GILMAN's THE PHARMACOLOGICAL BASIS FOR
THERAPEUTICES, 72 ed. En una forma de realizacion preferida, las composiciones de la invencion se suministran
como composiciones para la administracion parenteral. Los métodos generales para la preparacion de las
formulaciones parenterales se conocen en la técnica y se describen en REMINGTON; THE SCIENCE AND
PRACTICE OF PHARMACY, anteriormente, en las paginas 780-820. Las composiciones parenterales se pueden
suministrar en formulacion liquida o como un sélido que se mezclara con un medio inyectable estéril justo antes de
la administracién. En una forma de realizacién especialmente preferida, las composiciones parenterales se
suministran en formas farmacéuticas unitarias para la facilidad de administracion y uniformidad de dosis.
Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencion se describira ahora en mas detalle con referencia a los siguientes ejemplos y a las figuras
adjuntas en las que:

la figura 1 muestra un mapa plasmidico del vector de expresion pFSHalfa/beta;
la figura 2 muestra el vector de expresion de a2,3-sialiltransferasa (ST3GAL4);
la figura 3 muestra el vector de expresion de a2,6-sialiltransferasa (ST6GAL1);

la figura 4 muestra el isoelectroenfoque de FSH recombinante producida por células Per.C6 que expresan
establemente FSH;

la figura 5 muestra un ejemplo de clones analizados por isoelectroenfoque de FSH recombinante producida por
células Per.C6 que expresan establemente FSH después de manipularlas con a2,3- o a2,6-sialiltransferasa;

la figura 6 muestra el analisis de los enlaces de acido sialico de Per.C6 FSH;

la figura 7 muestra los indices de depuracién metabdlica (MRC) de muestras de Per.C6 FSH;

la figura 8 muestra los MRC de muestras de Per.C6 FSH manipuladas con a2,6-sialiltransferasa;
la figura 9 muestra los MRC de muestras de Per.C6 FSH manipuladas con a2,6-sialiltransferasa;
la figura 10 muestra los MRC de muestras de Per.C6 FSH manipuladas con a2,3-sialiltransferasa;

la figura 11 muestra el aumento de peso ovarico por clones de Per.C6 rFSH de Per.C6 rFSH parentales, segun el
método de Steelman y Pohley (1953);

la figura 12 muestra el aumento de peso ovarico por clones de Per.C6 rFSH de Per.C6 rFSH manipuladas (a2,6-
sialiltransferasa); y

la figura 13 muestra el aumento de peso ovarico por clones de Per.C6 rFSH de Per.C6 rFSH manipuladas (a2,3-
sialiltransferasa).
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Seleccion de secuencias
FSH humana

Se uso la region codificante del gen para el polipéptido alfa de FSH segun Fiddes y Goodman (1981). La secuencia
esta depositada como AH007338 y en el momento de construccion no habia otras variantes de esta secuencia de
proteina. La secuencia se denomina en el presente documento SEQ ID 1.

Se uso la region codificante del gen para el polipéptido beta de FSH segun Keene et al (1989). La secuencia esta
depositada como NM_000510 y en el momento de construccion no habia otras variantes de esta secuencia de
proteina. La sescuncia se denomina en el presente documento SEQ ID 2.

Sialiltransferasa

a2,3-sialiltransferasa - Se usd la region codificante del gen para la beta-galactésido alfa-2,3-sialiltransferasa 4 (a2,3-
sialiltransferasa, ST3GAL4) segun Kitagawa y Paulson (1994). La secuencia esta depositada como L23767 y se
denomina en el presente documento SEQ ID 3.

a2,6-sialiltransferasa - Se uso la region codificante del gen para la beta-galactésido alfa-2,6-sialiltransferasa 1 (a2,6-
sialiltransferasa, ST6GAL1) segun Grundman et al. (1990). La secuencia esta depositada como NM_003032 y se
denomina en el presente documento SEQ ID 4.

Ejemplos
Ejemplo 1. Construccion del vector de expresion de FSH

La secuencia codificante del polipéptido alfa de FSH (AH007338, SEQ ID 1) y del polipéptido beta de FSH
(NM_003032, SEQ ID 2) se amplificaron por PCR usando las combinaciones de cebadores FSHa-fw y FSHa-rev y
FSHb-fw y FSHb-rec respectivamente.

FSHa-fw 5-CCAGGATCCGCCACCATGGATTACTACAGAAAAATATGC-3'
FSHa-rev 5-GGATGGCTAGCTTAAGATTTGTGATAATAAC-3'

FSHb-fw 5'-CCAGGCGCGCCACCATGAAGACACTCCAGTTTTTC-3'
FSHb-rev 5'-CCGGGTTAACTTATTATTCTTTCATTTCACCAAAGG-3'

El ADN de FSH beta amplificado resultante se digirié con las enzimas de restriccion Ascl y Hpal y se inserté en los
sitios Ascl y Hpal en el vector de expresion de mamiferos dirigido por CMV que tiene un marcador de seleccion de
neomicina. Similarmente, el ADN de FSH alfa se digirié con BamHI y Nhel y se insert6 en los sitios BamH| y Nhel en
el vector de expresion que ya contiene el ADN del polipéptido beta de FSH.

Se us6 el ADN del vector para transformar la cepa DH5a de E. coli. Se cogieron sesenta colonias para amplificacion
y cincuenta y siete contenian el vector que contiene FSH tanto alfa como beta. Se seleccionaron veinte de estas
para secuenciacion y todas contenian las secuencias correctas segun SEQ ID 1 y SEQ ID 2. Se seleccion6 el
plasmido pFSH A+B#17 para transfeccion (figura 1).

Ejemplo 2. Construccion del vector de expresion de ST3

Se amplifico la secuencia de beta-galactésido alfa-2,3-sialiltransferasa 4 (ST3, L23767, SEQ ID 3) por PCR usando
la combinacion de cebadores 2,3STfw y 2,3STrev.

2,3STfw 5-CCAGGATCCGCCACCATGTGTCCTGCAGGCTGGAAGC-3'
2,3STrev 5-TTTTTTTCTTAAGTCAGAAGGACGTGAGGTTCTTG-3'

El ADN de ST3 amplificado resultante se digirié con las enzimas de restriccion BamHI y Aflll y se inserto en los sitios
BamHI y Aflll del vector de expresion de mamiferos dirigido por CMV que tiene un marcador de resistencia a
higromicina. El vector se amplific6 como se ha descrito previamente y se secuencid. El clon pST3#1 (figura 2)
contenia la secuencia correcta segun SEQ ID 3 y se selecciond para transfeccion.

Ejemplo 3. Construccion del vector de expresion de ST6

Se amplifico la secuencia de beta-galactésido alfa-2,6-sialiltransferasa 1 (ST6, NM_003032, SEQ ID 4) por PCR
usando la combinacién de cebadores 2,6STfw y 2,6STrev.

2,6STfw 5-CCAGGATCCGCCACCATGATTCACACCAACCTGAAG-3'
2,6STrev 5- TTTTTTTCTTAAGTTAGCAGTGAATGGTCCGG-3'

7
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El ADN de ST6 amplificado resultante se digiridé con las enzimas de restriccion BamHI y Aflll y se inserto en los sitios
BamHI y Aflll del vector de expresion de mamiferos dirigido por CMV que tiene un marcador de resistencia a
higromicina. El vector se amplific6 como se ha descrito previamente y se secuencié. El clon pST6#11 (figura 3)
contenia la secuencia correcta segun SEQ ID 4 y se selecciond para transfeccion.

Ejemplo 4. Expresion estable de pFSH A+B en células PER.C6. Transfeccion, aislamiento y cribado de clones

Se generaron clones de Per.C6 que producen FSH que expresan ambas cadenas polipeptidicas de FSH a partir de
un unico plasmido (véase el ejemplo 1).

Para obtener clones estables un agente de transfeccion basado en liposomas con la construccion pFSH A+B. Se
seleccionaron clones estables en VPRO suplementado con STF al 10% y que contenia G418. Tres semanas
después de la transfeccion los clones resistentes a G418 crecieron. Se seleccionaron un total de 250 clones para
aislamiento. Los clones aislados se cultivaron en medio de seleccién hasta el 70-80% de confluencia. Se ensay?¢ el
contenido de la proteina FSH de los sobrenadantes usando un ELISA selectivo de FSH y la actividad farmacoldgica
en el receptor de FSH en la linea celular clonada, usando un ensayo de acumulacién de AMPc. Se siguié adelante
con los clones (98) que expresaban proteina funcional para expansion del cultivo a 24 pocillos, 6 pocillos y botellas
T80.

Se iniciaron estudios para determinar la productividad y calidad del material de siete clones en botellas T80 para
generar material suficiente. Las células se cultivaron en medio suplementado como se ha descrito previamente
durante 7 dias y el sobrenadante se recogio. Se determiné la productividad usando el ELISA selectivo para FSH. Se
determind el perfil isoeléctrico del material (figura 6). Se muestran muestras representativas en la figura 4. La
informacion del IEF se uso para seleccionar clones para analisis de indice de depuracion metabdlica (ejemplo 9). Se
seleccionaron clones (005, 104, 179, 223, 144) con suficiente productividad y calidad para manipulacién con
sialiltransferasa.

Ejemplo 5. El nivel de sialilacion aumenta en células que sobreexpresan 02,3- o a2,6-sialiltransferasa.
Expresion estable de pST3 o pST6 en células PER.C6 que expresan FSH; Transfeccion, aislamiento y cribado
de clones

Se generaron clones de Per.C6 que producian FSH altamente sialilada expresando a2,3-sialiltransferasa o a2,6-
sialiltransferasa de plasmidos separados (véanse los ejemplos 2 y 3) en células Per.C6 que ya expresan ambas
cadenas polipeptidicas de FSH (véase el ejemplo 4). Se seleccionaron cuatro clones producidos de células
PER.C6® como se muestra en el ejemplo 4 por sus caracteristicas incluyendo productividad, buen perfil de
crecimiento, produccion de proteina funcional y FSH producida que incluia algo de sialilacion.

Se generaron clones estables como se ha descrito previamente en el ejemplo 4. Un total de 202 clones del
programa de a2,3-sialiltransferasa y 210 clones del programa de a2,6-sialiltransferasa se aislaron, expandieron y
ensayaron. El nimero final de clones para el estudio de 02,3 fue 12 y 30 para el estudio de a2,6.

Los clones de 02,3-sialiltransferasa se adaptaron a medio sin suero y condiciones en suspension.

Como los clones anteriores se ensayaron usando un ELISA selectivo de FSH, respuesta funcional en un linea
celular con receptor de FSH, IEF (Ejemplo 6), indice de depuracion metabdlica (ejemplo 9) y analisis de Steelman
Pohley (ejemplo 10). Los resultados se compararon a una FSH recombinante comercialmente disponible (Gonal-f,
Serono) y al lineas células Per.C6 con FSH parentales. Se muestran muestras representativas en la figura 5.
Algunos clones no demostraron un aumento en sialilaciéon pero se puede ver que la FSH producida por la mayoria
de los clones tiene sialilacion significativamente mejorada (es decir, de media mas isoformas de FSH con numeros
altos de acidos sialicos) comparada con FSH expresada sin a2,3- o a2,6-sialiltransferasa.

En conclusion, la expresion de FSH junto con sialiltransferasa en células Per.C6 produce niveles aumentados de
FSH sialilada comparada con células que expresan solo FSH.

Ejemplo 6. Analisis del pl de isoformas de FSH producidas en Per.C6 mediante isoelectroenfoque

La electroforesis se define como el transporte de moléculas cargadas a través de un solvente mediante un campo
eléctrico. La movilidad de una molécula biolégica a través de un campo eléctrico dependera de la fuerza del campo,
la carga neta en la molécula, el tamafo y la forma de la molécula, la fuerza i6nica y las propiedades del medio a
través del cual migran las moléculas.

El isoelectroenfoque (IEF) es una técnica electroforética para la separacion de proteinas basada en su pl. El pl es el
pH al que la proteina no tiene carga neta y no migrara en un campo eléctrico. El contenido en acido sialico de las
isoformas de FSH altera sutilmente el punto de pl para cada isoforma, lo que se puede explotar usando esta técnica
para visualizar la isoformas de Per.C6 FSH de cada clon.
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Se analizaron los puntos isoeléctricos de las isoformas de FSH producidas en Per.C6 en sobrenadantes de cultivo
celular usando isoelectroenfoque. Se produjo medio de cultivo celular de clones de Per.C6 FSH como se ha descrito
en el ejemplo 4y 5.

Las muestras de Per.C6 FSH se separaron en geles de IEF Novex® que contenian poliacrilamida al 5% en
condiciones nativas en un gradiente de pH 3,0-7,0 en una solucion de anfolitos de pH 3,0-7,0.

Las proteinas se transfirieron a nitrocelulosa apoyada y se visualizaron usando un anticuerpo monoclonal primario
anti-FSHa, un anticuerpo secundario anti-lgG de ratén conjugado con fosfatasa alcalina y reactivo fosfato de 5-
bromo-4-cloro-3-indolilo (BCIP) y nitroazul de tetrazolio (NBT) para visualizar las bandas.

Como se indica en las figuras 4 y 5, las bandas representan isoformas de FSH que contienen diferentes nimeros de
moléculas de acido sidlico.

Usando este método se identificaron clones que producen isoformas de FSH con un nimero mayor de moléculas de
acido sialico. La manipulacion con a2,3- o a2,6-sialiltransferasa produjo clones con mas acido sialico y un pl menor.

Ejemplo 7. Analisis de los enlaces de acido sialico en Per.C6 FSH

Se analizaron glicoconjugados usando un método de diferenciacion de glicano basado en lectina. Con este método
se pueden caracterizar glicoproteinas y glicoconjugados unidos a nitrocelulosa. Las lectinas reconocen
selectivamente una fraccion particular, por ejemplo acido sialico unido en a2,3. Las lectinas aplicadas se conjugan
con el hapteno esteroide digoxigenina que permite la deteccién inmunolégica de las lectinas unidas.

Se separaron FSH de Per.C6 purificada de un clon parental (sin sialiltransferasa adicional), un clon manipulado con
a2,3-sialiltransferasa y un clon manipulado con a2,6-sialiltransferasa usando técnicas de SDS-PAGE estandar. Una
FSH recombinante comercialmente disponible (Gonal-f, Serono) se usé como patron.

Se analiz6 el acido sialico usando el kit DIG Glycan Differentiation (No. de catalogo 11 210 238 001, Roche) segun
las instrucciones del fabricante. Las reacciones positivas con aglutinina de Sambucus nigra (SNA) indicaban acido
sialico unido terminalmente en (2-6). Las reacciones positivas con aglutinina Il de Maackia amurensis (MAA)
indicaban acido sialico terminalmente unido en (a2-3).

En resumen el clon parental 005 contenia niveles bajos de acido sidlico tanto en 02,3 como en a2,6. Los clones
manipulados con a2,3-sialiltransferasa contenian niveles altos de enlaces de acido sialico a2,3 y niveles bajos de
enlaces de acido sialico a2,6. Los clones manipulados con a2,6-sialiliransferasa contenian niveles altos de enlaces
de acido sialico a2,6 y niveles bajos de enlaces de acido sialico a2,3. El control estandar Gonal-f solo contiene
enlaces de acido sialico a2,3. Esto es consistente con lo que se sabe sobre las proteinas recombinantes producidas
en células de ovario de hamster chino (CHO) (Kagawa et al, 1988, Takeuchi et al, 1988, Svensson et al., 1990).

En conclusion, la manipulacién de células Per.C6 FSH con a2,3- o a2,6-sialiltransferasa aumenté con éxito el
numero de moléculas de acido sialico conjugadas a la FSH en la muestra.

Ejemplo 8a. Cuantificacion del acido sialico total

El acido sialico es un hidrato de carbono unido a proteina que se considera que es un monosacarido y se produce
en combinacién con otros monosacaridos como galactosa, manosa, glucosamina, galactosamina y fucosa.

El acido sialico total en rFSH purificada (ejemplo 11) se midié usando un kit de cuantificacion enzimatica de acido
sidlico segun el protocolo del fabricante (Sigma, Sialic-Q). Brevemente, la acido N-acetilneuraminico aldolasa
cataliza acido sialico a N-acetilmanoasina y acido pirtvico. El acido pirivico se puede reducir a acido lactico por -
NADH vy lactico deshidrogenasa. La oxidacion de B-NADH se puede medir de forma precisa
espectrofotométricamente.

Se midi6 la concentracion de proteina en placas de microtitulacion usando un kit comercial de ensayo del acido
bicinconinico (BCA) (Sigma, B 9643) basado en el método de Lowry (Lowry et al, 1951).

El contenido total de acido sialico de Per.C6 FSH se midié y se encontré que era mayor que 6 mol/mol.
Ejemplo 8b. Cuantificacion de cantidades relativas de acido sialico en 02,3, 02,6 y 02,8

Se midieron las cantidades de porcentaje relativo de acido sialico en 02,3, 02,6 y 02,8 en rFSH purificada (ejemplo
11) usando técnicas conocidas.
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Cada muestra de rFSH se inmovilizé (bloque de gel), lavd, redujo, alquilo y digiri6 con PNGasa F durante la noche.
Los N-glicanos se extrajeron y procesaron después. Se marcaron los N-glicanos para analisis de NP-HPLC y WAX-
HPLC con el fluoréforo 2AB como se detalla en Royle et al. Los N-glicanos se corrieron en HPLC de fase normal
(NP) en una columna TSK amida (como se detalla en Royle et al) con los tiempos de retencion expresados en
unidades de glucosa (UG).

Las muestras de los glicanos extraidos, juntados (extraidos como anteriormente) se digirieron con diferentes
sialidasas para determinar los enlaces. NAN 1 (sialidasa recombinante) libera acidos sialicos terminales no
reductores unidos en a2,3 (NeuNAc y NeuNGc), ABS (sialidasa de Arthrobacter ureafaciens) libera acidos sialicos
terminales no reductores unidos en a2,3, 02,6 y 02,8 (NeuNAc y NeuNGc). Las muestras se analizaron por NP-
HPLC, para permitir la comparacion de la muestra sin digerir con la digerida con NAN1 y la digerida con ABS. La
comparacion de las tres trazas de NP-HPLC (sin digerir, digerida con NAN1, digerida con ABS) muestra que la
digestion con ABS y NAN1 da diferentes resultados. Esto indica que las muestras tienen acidos sialicos con enlaces
a2,3, 02,6 y a2,8. Se calcularon los porcentajes relativos de estructuras presentes en el conjunto de glicanos sin
digerir y se encontré que estaban en los intervalos 65%-85% (por ejemplo, 77,75%) para sialilacion en a2,3; del 15 al
35% (por ejemplo, 21,46%) para sialilacion en a2,6; y del 0,1 al 3% para sialilacion en a2,8.

Ejemplo 8c. Cuantificacion de las cantidades relativas de estructuras sialiladas mono, di, tri y tetra
antenarias

Se midieron las cantidades de porcentaje relativo de estructuras mono, di, tri y tetra sialiladas en glicanos extraidos
de rFSH purificada (ejemplo 11) usando técnicas conocidas.

Cada muestra de rFSH se inmovilizé (bloque de gel), lavd, redujo, alquilo y digiri6 con PNGasa F durante la noche.
Los N-glicanos se extrajeron y procesaron después. Se marcaron los N-glicanos para analisis de NP-HPLC y WAX-
HPLC con el fluoréforo 2AB como se detalla en Royle et al.

Se llevo a cabo HPLC de intercambio aniénico débil (WAX) para separar los N-glicanos por carga (ejemplo 8b) como
se muestra en Royle et al, con un estandar de fetuina N-glicano como referencia. Los glicanos eluyeron segun el
numero de acidos sidlicos que contenian. Todas las muestras incluian estructuras mono (1S), di (2S), tri (3S) y tetra
(4S) sialiladas. Se encontré que las cantidades relativas de las estructuras sialiladas estaban los siguientes
intervalos (1S:2S:4S:4S): 9-15%; 27-30%, 30-36%, 25-29% (por ejemplo, 10,24:28,65:35,49:25,62).

Ejemplo 9. Determinacion de los indices de depuracion metabdlica de rFSH

Para determinar el indice de depuracion metabdlica (MCR) de muestras de Per.C6 FSH se inyectaron ratas hembras
conscientes (3 animales por clon) en la vena de la cola en el tiempo cero con una inyeccion intravenosa rapida de
rFSH (1-10 ug/rata, basado en la cuantificacion por ELISA de las muestras, DRG EIA 1288). Se sacaron muestras
de sangre (400 pl) de la punta de la cola 1, 2, 4, 8, 12, 24 y 32 horas después de la inyeccion de la muestra de
prueba. El suero se recogié por centrifugacion y se evalto el contenido de FSH por ELISA (DRG EIA 1288).

El receptor de asialoglicoproteina (ASGP-R) reconoce glicoproteinas desialiladas (terminadas en galactosa) tal como
asialofetuina (ASF) (Pricer y Ashwell, 1971, Van Lenten y Ashwell, 1972). El receptor de ASGP vy la glicoproteina
desialilada unida se internalizan en la célula donde el receptor se recicla y el ligando se degrada (Regoeczi et al,
1978, Steer y Ashwell, 1980).

Para investigar si el material de Per.C6 FSH se depuraba a través de este mecanismo, el ASGP-R se satur6é con
asialofetuina. El indice de depuracion metabdlica de material parental o manipulado con 02,6 o a2,3-sialiltransferasa
se determind como se ha descrito con la coadministracion de un minimo de exceso molar de 7500 veces de
asialofetuina para saturar el ASPG-R durante 1-2 horas.

El material producido por los clones parentales de Per.C6 FSH contenia parte de material de MCR mas prolongado
pero un alto porcentaje se depur6 rapidamente (figura 7). El clon cabeza de serie 005 que contenia el material mas
sialilado se manipulé usando 02,6 o a2,3-sialiliransferasa (ejemplo 5). Aunque los clones manipulados con a2,6-
sialiltransferasa demostraron sialilacion aumentada (figura 5) no habia mejora en el MCR (figura 7). El bloqueo de
ASGR restablecio el MCR del material 02,6 al del estandar lo que demuestra que incluso con enlaces a2,6
aumentados el material se depura rapidamente (figura 8). La manipulacién con a2,3-sialiltransferasa produjo clones
con MCR comparable al estandar (figura 9) y el contenido sialico variable era consistente con lo que se sabe para
las isoformas de FSH (figura 10).

Ejemplo 10. Ensayo in vivo de Steelman-Pohley
Para demostrar que el contenido creciente en acido sialico en FSH produce un efecto biolégico aumentado, se

examinod el aumento en los pesos ovaricos en ratas por FSH altamente sialilada tal como la producida en el ejemplo
5.
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El aumento en los pesos ovaricos debido a los clones de Per.C6 rFSH se analizé segun el método de Steelman y
Pohley (1953). Se cuantificé rFSH de Per.C6 de muestras de medio celular filtrado por ELISA (DRG, EIA-1288). Las
muestras (rFSH de Per.C6) y estandares (rFSH de Gonal-f) se probaron a cinco dosis diferentes (3 animales/dosis).
Gonal-f se administré a 50, 100, 200, 400 y 800 ng/rata. Las dosis de las muestras se calcularon usando sus valores
de AUC relativos a Gonal-f, tipicamente 0,005-10 pg/rata.

En conclusién, el material subsialilado producido por los clones Per.C6 FSH parentales (figura 11) no era tan potente
en el ensayo de aumento del peso ovarico como la rFSH comercialmente disponible. La manipulacion con
sialiltransferasa para afiadir enlaces 02,6 adicionales aumento el contenido de acido sidlico pero no mejor6 la
potencia en el ensayo in vivo (figura 12).

Sin embargo, enlaces 02,3 adicionales mejoraron significativamente la potencia (figura 13) y las dos preparaciones
de FSH recombinante (derivadas de Per.C6 y CHO) muestran perfiles muy similares en este ensayo.

Ejemplo 11. Vision de conjunto de la produccion y purificacion

Se desarrollé un procedimiento para producir FSH en células PER.C6 que se cultivaron en suspensiéon en medio sin
suero. El procedimiento se describe a continuacion y se aplicé a varias lineas celulares PER.C6 productoras de
FSH.

Se prepar6 FSH del clon parental 005, del clon de a2,3 007, y del clon de 02,6 059 usando una modificacion del
método descrito por Lowry et al. (1976).

Para la produccion de PER.C6-FSH, las lineas celulares se adaptaron a un medio sin suero, es decir, Excell 525
(JRH, Biosciences). Las células se cultivaron primero para formar una monocapa confluente al 70%-90% en una
botella de cultivo T80. Al pasarlas las celulas se resuspendieron en el medio sin suero, Excell 525 + L-glutamina 4
mM, a una densidad celular de 0,3x10° células/ml. Se puso una suspension celular de 25 ml en una botella agltadora
de 250 ml y se agité a 100 rpm a 37°C en CO- al 5%. Después de alcanzar una denS|dad celular de > 1x10°
células/ml, las células se subcultivaron a una densidad celular de 0,2 o 0,3x10° células/ml y se cultivaron
adicionalmente en botellas agitadoras a 37°C, CO2 al 5% y 100 rpm.

Para la produccion de FSH, las células se transfirieron a un medio de produccién sin suero, es decir, VPRO (JRH
Biosciences), que soporta el crecimiento de células PER.C6 a densidades celulares muy altas (habitualmente > 10’
células/ml en un cultivo por lotes). Las células primero se cultivaron a > 1x10° células/ml en Excell 525, después se
centrifugaron durante 5 mlnutos a 1000 rpm y posteriormente se resuspendieron en medio VPRO + L-glutamina 6
mM a una densidad de 1x10° células/ml. Las células se cultivaron después en una botella agltadora durante 7-10
dias a 37°C, CO; al 5% y 100 rpm. Durante este periodo, las células crecieron a una densidad > 10" células/ml. El
medio de cultivo se recogi6é después de que la viabilidad celular empezara a decaer. Las células se centrifugaron
durante 5 minutos a 100 rpm y el sobrenadante se usd para la cuantificacion y purificacion de FSH. La concentracion
de FSH se determind usando ELISA (DRG EIA 1288).

Después de ello, la purificacion de FSH se llevd a cabo usando una modificacion del método descrito por Lowry et al.
(1976). Esto se logré por cromatografia en DEAE celulosa, filtracion en gel en Sephadex G100, cromatografia de
adsorcion en hidroxiapatita, y electroforesis en poliacrilamida preparativa.

Durante todos los procedimientos cromatograficos, la presencia de FSH inmunorreactiva se confirmé por RIA (DRG
EIA 1288) e IEF (ejemplo 6).
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Listado de secuencias
SEQID 1

Polipéptido alfa de la hormona foliculoestimulante
Numero de acceso AH007338

Secuencia de nucledtidos de FSH alfa

1 ATGGATTACT ACAGRAAATA  TGCAGCTATC TTTCTGGTCA CATTGTCGGT
GITTCTGCAT

61 GTTCTCCATT CCGCTCCTGA TGTGCAGGAT TGCCCAGAAT GCACGCTACA
GGAAAACCCA
121 TTCTTCTCCC  AGCCGGGTGC  CCCAATACTT CAGTGCATGG GCTGCTGCTT
CTCTAGAGCA
181 TATCCCACTC  CACTAAGGTC CAAGAAGACG ATGTTGGTCC AAAAGAACGT
CACCTCAGAG

241 TCCACTTGCT GTGTAGCTAA ATCATATAAC AGGGTCACAG TAATGGGGGG
TTTCAAAGTG
301 GAGAACCACA CGGCGTGCCA CTGCAGTACT TGTTATTATC ACAAATCTTA A

Secuencia de proteina de FSH alfa

1 MKTLQFFFLF CCWKATICCNS CELTNITIAI EKEECRFCIS  INTTWCAGYC
YTRDLVYKDP
61 ARPKIQKTCT FKELVYETVR  VPGCAHHADS LYTYPVATQC  HCGKCDSDST
DCTVRGLGPS
121 YCSFGEMKE

SEQID 2
Polipéptido beta de la hormona foliculoestimulante
Numero de acceso NM_000510

Secuencia de nucledtidos de FSH beta
1 ATGAAGACAC TCCAGTTTTT CTTCCTTTTC TGTTGCTGGA AAGCAATCTG
CTGCAATAGC

61 TGTGAGCTGA CCAACATCAC CATTGCAATA GAGAAAGAAG AATGTCGTTT
CTGCATAAGC

14


lmendiol
Texto escrito a máquina
Listado de secuencias
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15

121. ATCAACACCA
TAAGGACCCA
181 GCCAGGCCCA
AACAGTGAGA
241 GTGCCCGGCT
CACCCAGTGT
301 CACTGTGGCA
GGGGCCCAGC

CTTGGTGTGC

AAATCCAGAA

GTGCTCACCA

AGTGTGACAG
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TGGCTACTGC

AACATGTACC

TGCAGATTCC

CGACAGCACT

361 TACTGCTCCT TTGGTGAAAT GAAAGAATAA

Secuencia de proteina de FSH beta

1 MKTLQFFFLF
YTRDLVYKDP
61  ARPKIQKTCT
DCTVRGLGPS
121 YCSFGEMKE

SEQID 3

CCWKAICCNS

FKELVYETVR

CELTNITIAT

VPGCAHHADS

Beta-galactosido alfa-2,3-sialiltransferasa 4

Numero de acceso L23767

Secuencia de nucledtidos de ST3GAL4

1 ATGTGTCCTG
CGTCATGGTG
61 TGGTATTCCA
CATCCCAGAG
121 AAGAAGGAGC
CTTTGGCARAC
181 TACTCCCGGG
CAAGACGCCA
241 TCTGCTTACG
CCGGGTGCTA
301 GCCATCACCA
CCGCTGTGTG
361 GTCGTGGGGA
CAACAAGTAC

CAGGCTGGAA

TCTCCCGGGA

CGTGCCTCCA

ATCAGCCCAT

AGCTGCCCTA

GCTCCTCCAT

ACGGGCACCG

GCTCCTGGCC

AGACAGGTAC

GGGTGAGGCA

CTTCCTGCGG

TGGGACCRAG

CCCCAAGAAC

GCTGCGGAAC

TACACCAGGG

TTCAAGGRAC

TTGTATACAT

GATTGTACTG

EKEECRFCIS

LYTYPVATQC

ATGTTGGCTC

ATCGAGCTTT

GAGAGCAAGG

CTTGAGGATT

GGGAGTGAGG

ATCCAGAGCC

AGCTCACTGG

15

ATCTGGTGTA

TGGTATATGA

ACCCAGTGGC

TGCGAGGCCT

INTTWCAGYC

HCGKCDSDST

TGGTCCTGGT

TTTATTTTCC

CCTCTAAGCT

ATTTCTGGGT

ATCTGCTCCT

TCAGGTGCCG

GAGATGCCAT
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421 GATGTGGTCA
CGTGGGCTCC
481  AAGACCACCA
AGTAGAAAAC
541  AACCCAGACA
CTGGATTGAG
601 ACCATCCTGA
TCCCCTCATC
661 TGGGATGTCA
GATTGCAGCT
721  GACAAACTGC
GCCCACCACG
781  GGCCTGTTGG
TGCCGGCTTT
841  GGCTACCCAG
GATCACGCTC
901 AAGTCCATGG
TAAGCGGATG

TCAGATTGAA

TGCGTCTCTT

CACTCCTCGT

GTGATAAGAA

ATCCTAAACA

TGAGCCTGCC

CCATCACGCT

ACGCCTACAA

CGGGGTCAGG

ES 2468 318 T3

CAATGCCCCA

CTACCCTGAA

CCTGGTAGCT

GCGGGTGCGA

GATTCGGATT

AATGCAACAG

GGCCCTCCAC

CAAGAAGCAG

CCATAATGTC

GTGGCTGGCT

TCTGCCCACT

TTCAAGGCAA

AAGGGTTTCT

CTCAACCCCT

CCACGGAAGA

CTCTGTGACT

ACCATTCACT

TCCCAAGAGG

961 CTGGAGATGG GAGCTATCAA GAACCTCACG TCCTTCTGA

Secuencia de proteina de ST3GAL4

1  MCPAGWKLLA
ESKASKLFGN

61 YSRDQPIFLR
IQSLRCRRCV
121  VVGNGHRLRN
SAHFDPKVEN
181 NPDTLLVLVA
LNPFFMEIAA
241 DKLLSLPMQQ
TIHYYEQITL

MLALVLVVMV

LEDYFWVKTP

SSLGDAINKY

FKAMDFHWIE

PRKIKQKPTT

WYSISREDRY

SAYELPYGTK

DVVIRLNNAP

TILSDKKRVR

GLLAITLALH

301 KSMAGSGHNV SQEALAIKRM LEMGAIKNLT SF

SEQID 4

Beta-galactosido alfa-2,6-sialiltransferasa 1

Numero de acceso NM_003032

Secuencia de nucledtidos de ST6GALA1

IELFYFPIPE

GSEDLLLRVL

VAGYEGDVGS

KGFWKQPPLI

LCDLVHIAGF

16

ATGAGGGTGA

TCGACCCCAA

TGGACTTCCA

GGAAACAGCC

TCTTCATGGA

TTAAGCAGAA

TGGTGCACAT

ACTATGAGCA

CCCTGGCCAT

KKEPCLQGEA

AITSSSIPKN

KTTMRLEYPE

WDVNPKQIRI

GYPDAYNKKQ



1 ATGATTCACA
TCTTCTGTTT
61 GCAGTCATCT
CTTTAAATTG
121 CAAACCAAGG
GTCTGATTCC
181 CAGTCTGTAT
CCTCGGCAGT
241 CTCAGAGGCC
CARGGACAGC
301 TCTTCCAAAA
AAGCATGAAC
361 AAGTACAAAG
AGAGGCCCTG
421 CGCTGCCACC
TTTTCCCTTC
481 AATACCTCTG
-GGCTGGGCCT
541 TGGGGCAGGT
ACTAGGCAGA
601 GAAATCGATG
CAACTTCCAA
661 CAAGATGTGG
TACCACAGAG
721 AAGCGCTTCC
GGACCCATCT
781 GTATACCACT
CTTTAACAAC
841 TACAAGACTT
GCCCCAGATG
901 CCTTGGGAGC
GCCAAACCCC
961 CCATCCTCTG
GGTGGATATT

1021  TATGAGTTCC
GARGTTCTTC '
1081 ° GATAGTGCCT
TTTGGTGAAG

1141  CATCTCAACC
ACTGCCTGGC

CCAACCTGAA
GTGTGTGGAA
AATTCCAGGT
CCTCAAGCAG
TAGCCAAGGC
ACCTTATCCC
TGTCCTACAA
TCCGGGACCA
AATGGGAGGG
GTGCTGTTGT
ATCATGACGC
GCACAAAAAC
TCAAAGACAG
CAGATATCCC
ATCGTAAGCT
TATGGGACAT

GGATGCTTGG

TCCCATCCAA
GCACGATGGG

AGGGCACAGA

1201 TTCCGGACCA TTCACTGCTA A

Op-

Secuencia de proteina de ST6GAL1

ES 2468 318 T3

GAAAAAGTTC

GGAAAAGAAG

GTTAAAGAGT

CACCCAGGAC

CAAACCAGAG

TAGGCTGCAA

GGGGCCAGGA

TGTGAATGTA

TTATCTGCCC

GTCGTCAGCG

AGTCCTGAGG

TACCATTCGC

TTTGTACAAT

ARAGTGGTAC

GCACCCCAAT

TCTTCARGARA

TATCATCATC

GCGCAAGACT

TGCCTACCAC

TGAGGACATC

17

AGCTGCTGCG

AAAGGGAGTT

CTGGGGAAAT

CCCCACAGGG

GCCTCCTTCC

AAGATCTGGA

CCAGGCATCA

TCCATGGTAG

AAGGAGAGCA

GGATCTCTGA

TTTAATGGGG

CTGATGARACT

GAAGGAATCC

CAGAATCCGG

CAGCCCTTTT

ATCTCCCCAG

ATGATGACGC

GACGTGTGCT

CCGCTGCTCT

TACCTGCTTG

TCCTGGTCTT

ACTATGATTC

TGGCCATGGG

GCCGCCAGAC

AGGTGTGGAA

AGARATTACCT

AGTTCAGTGC

AGGTCACAGA

TTAGGACCAA

AGTCCTCCCA

CACCCACAGC

CTCAGTTGGT

TAATTGTATG

ATTATAATTT

ACATCCTCAA

AAGAGATTCA

TGTGTGACCA

ACTACTACCA

ATGAGAAGAA

GARAAAGCCAC



1 MIHTNLKKKF
LGKLAMGSDS

61  QSVSSSSTQD
KIWKNYLSMN

121  KYKVSYKGPG
KESIRTKAGP
181 WGRCAVVSSA
LMNSQLVTTE
241  KRFLKDSLYN
OPFYILKPQM
301 PWELWDILQE
DVCYYYQKFF

361 DSACTMGAYH PLLYEKNLVK HLNQGTDEDI YLLGKATLPG FRTIHC

SCCVLVFLLF

PHRGRQTLGS

PGIKFSAEAL

GSLKSSQLGR

EGILIVWDPS

ISPEEIQPNP

ES 2468 318 T3

AVICVWKEKK

LRGLAKAKPE

RCHLRDHVNV

EIDDHDAVLR

VYHSDIPKWY

PSSGMLGIII

KGSYYDSFKL

ASFQVWNKDS

SMVEVTDFPF

FNGAPTANFQ

QNPDYNFENN

MMTLCDQVDI

18

QTKEFQVLKS

SSKNLIPRLQ

NTSEWEGYLP

ODVGTKTTIR

YKTYRKLHPN

YEFLPSKRKT
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REIVINDICACIONES
FSH recombinante (rFSH) que incluye sialilacion en 02,3 y a2,6 en donde el 60% o mas de la sialilacion total
es sialilacion en 02,3 y desde el 5 al 40% de la sialilacion total es sialilacion en a2,6; en donde la FSH
recombinante tiene un contenido en acido sidlico [expresado en términos de una proporcién de moles de acido
sialico respecto a moles de proteina] de 10 mol/mol a 15 mol/mol.
FSH recombinante segun la reivindicacion 1 que incluye ademas sialilacién en a2,8.
Una composicién farmacéutica que comprende rFSH que incluye sialilacion en a2,3 y 02,6 en donde el 60% o
mas de la sialilacion total es sialilacion en 02,3 y desde el 5 al 40% de la sialilacion total es sialilacion en a2,6;
y que tiene un contenido en acido sialico [expresado en términos de una proporcion de moles de acido sialico
respecto a moles de proteina] de 10 mol/mol a 15 mol/mol.
Una composicion farmacéutica que comprende rFSH segun la reivindicacion 2.

Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 3 o 4 que comprende ademas hCG y/o LH.

Una composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5 para su uso en el tratamiento de
la infertilidad.

Un método de produccion de rFSH segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 que comprende el paso de
producir o expresar la rFSH en una linea celular humana.
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Figuras 1, 2 y 3: Mapas plasmidicos de los vectores de expresion pFSHalfa/beta, pST3 y pST6. CMV = promotor
del citomegalovirus, BGHp(A) = secuencia de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina, f1 ori = origen
de replicacion f1, SV40 = promotor del virus simio 40, Neo = marcador de resistencia a neomicina, Hyg = marcador
de resistencia a higromicina, SV40 p(A) = secuencia de poliadenilacién del virus simio 40, FSH A = polipéptido alfa
de la hormona foliculoestimulante, FSH B = polipéptido beta de la hormona foliculoestimulante, ST3GAL4 = a2,3-
sialiltransferasa, ST6GAL1 = a2,6-sialiltransferasa, ColE1 = origen de replicacion ColE1, Amp = marcador de
resistencia a ampicilina.

Figura 1. Vector de expresion de FSH
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Figura 2. Vector de expresion de a2,3-sialiltransferasa (ST3GAL4)

Y i sial
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Figura 3. Vector de expresion de a2,6-sialiltransferasa (ST6GAL1)

SVA40 pia)
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Figura 4. Isoelectroenfoque de FSH recombinante producida por células Per.C6 que expresan establemente FSH.
Sobrenadantes de cultivos celulares separados en condiciones nativas en un gradiente de pH de 3,0-7,0. El clon
005 es representativo de los cinco clones con los que se avanza para la manipulacion de sialiltransferasa. Los

clones que contienen formas menos acidas se desecharon.

Clones menos acidos
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Figura 5. Ejemplo de clones analizados por isoelectroenfoque de FSH recombinante producida por células Per.C6
que expresan establemente FSH después de manipularlas con 02,3- o a2,6-sialiliransferasa. Sobrenadantes de
cultivos celulares separados en condiciones nativas en un gradiente de pH de 3,0-7,0. El clon 005 es la linea
Per.C6 FSH parental. Los clones que muestran perfiles basicos o mezcla se abandonaron (*). Los clones restantes
demostraron manipulacion exitosa con una sialiliransferasa para aumentar el nimero de moléculas de acido sialico

en FSH.

005

pl 6.5

pl 6.0

M bl 4.75
pl 4.45

23



ES 2468318 T3

Figura 6. Analisis de los enlaces de acido sialico de FSH de Per.C6. FSH de Per.C6 se separo por SDS PAGE en
geles duplicados, se transfirio a nitrocelulosa y se visualizé usando el kit DIG Glycan Differentiation (No. de catalogo
11 210 238 001, Roche) segun las instrucciones del fabricante. Las reacciones positivas con aglutinina de
Sambucus nigra (SNA) indicaban acido sialico unido en (2-6) terminalmente (A). Las reacciones positivas con
aglutinina de Maackia amurensis (MAA): indicaban acido sialico unido en (2-3) terminalmente (B). Carril | control del
fabricante que contiene enlaces a2,6 solo. Carril Il control del fabricante que contiene enlaces 02,6 y a2,3. Muestra
a, FSH recombinante derivada de CHO comercial (Gonalf, Serono). Muestra b, Per.C6 rFSH parental, sin
manipulacion de sialiltransferasa. Muestra ¢, Per.C6 rFSH con manipulacion de a2,6-sialiltransferasa. Muestra d,
Per.C6 rFSH con manipulacion de a2,3-sialiltransferasa

A

MW
(kDa) I I a b ¢ d
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Figura 7. indices de depuracién metabdlica de muestras de Per.C6 FSH. Se inyectaron ratas hembra (3 animales
por clon) en la vena de la cola en el tiempo cero con una inyeccion intravenosa rapida de rFSH (1-10 pg/rata). Se
ensayo el contenido de FSH en las muestras de sangre recogidas a lo largo del tiempo mediante ELISA.
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Figura 8. indices de depuracién metabdlica de muestras de Per.C6 FSH manipuladas con a2,6-sialiltransferasa. Se
inyectaron ratas hembra (3 animales por clon) en la vena de la cola en el tiempo cero con una inyeccion intravenosa
rapida de rFSH (1-10 ug/rata). Se ensay¢ el contenido de FSH en las muestras de sangre recogidas a lo largo del

tiempo mediante ELISA.
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Figura 9. indices de depuracién metabdlica de muestras de Per.C6 FSH manipuladas con a2,6-sialiltransferasa con
coadministracién de un exceso molar de 7500 veces de asialofetuina para saturar el ASGP-R durante 1-2 horas.
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Figura 10. indices de depuracién metabdlica de muestras de Per.C6 FSH manipuladas con a2,3-sialiltransferasa.
Las muestras se eligieron por su contenido en acido sialico basado en su perfil IEF.
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Figura 11. Aumento de peso ovarico segun el método de Steelman y Pohley (1953). Se probaron Per.C6 rFSH y
estandares (rFSH Gonal-f) a diferentes dosis (3 ratas/dosis).
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Figura 12. Aumento de peso ovarico segun el método de Steelman y Pohley (1953). Se probaron Per.C6 rFSH
manipulada con a2,6-sialiltransferasa y estandares (rFSH Gonal-f) a diferentes dosis (3 ratas/dosis).
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Figura 13. Aumento de peso ovarico segun el método de Steelman y Pohley (1953). Se probaron Per.C6 rFSH
parental, Per.C6 rFSH manipulada con a2,3-sialiltransferasa y estandares (rFSH Gonal-f) a cinco diferentes dosis (3
ratas/dosis).
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