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DESCRIPCION
Proceso mejorado para la produccién de azlcares de nucleétido
Campo de la invencion

La invencion se refiere a métodos de preparacion de nucledtidos de azulcar, en los que el resto de azlcar se
modifica con un grupo modificador polimérico.

Antecedentes de la invencion

Los azUcares de nucleétido producidos mediante reacciones enzimaticamente catalizadas (por ejemplo, usando
glucosiltransferasas) y/u otros métodos sintéticos se obtienen frecuentemente en forma de mezclas complejas que
incluyen no solo el compuesto deseado, sino también contaminantes tales como azlcares sin reaccionar, sales,
piruvato, fosfato, nucleodsidos, nucleétidos, proteinas y similares. La presencia de estos contaminantes no es
deseable para muchas aplicaciones aguas abajo. Los productos secundarios normalmente se eliminan usando una o
mas etapas de purificacion cromatograficas. Un método cromatografico comin es la cromatografia de fase inversa.
Sin embargo, la cromatografia de fase inversa es frecuentemente no factible para aplicaciones a gran escala debido
a los caros medios de separacion y el limitado suministro de columnas previamente rellenas. Ademas, para la
cromatografia de fase inversa, normalmente se requieren disolventes organicos para la Optima separacion y
resolucion. Existe la necesidad de procesos rentables y eficientes en cuanto al tiempo y métodos de purificacion
Utiles para la produccion de azdcares de nucleétido y su aislamiento de mezclas de reaccion complejas. La presente
invencion trata estas y otras necesidades.

Sumario de la invencion

La presente invencidn proporciona métodos (por ejemplo, procesos a gran escala) para la produccién de azlcares
de nucleétido, que se modifican con un grupo modificador polimérico. Grupos modificadores a modo de ejemplo
incluyen al menos un resto polimérico seleccionado de restos de poli(6xido de alquileno), tales como restos de
poli(etilenglicol) (PEG) y poli(propilenglicol) (PPG). En particular, la presente invencién proporciona procesos para la
produccion de citidina-monofosfato-acidos sidlicos (CMP-SA) modificados. Azlcares de nucleétido modificados a
modo de ejemplo, que pueden producirse usando los métodos de la invencion, incluyen CMP-SA-PEG-10 kDa,
CMP-SA-PEG-20 kDa y CMP-SA-glicerol-PEG-40 kDa (véase la Figura 2 para CMP-SA-PEG a modo de ejemplo).

Se usan azucares de nucledtido modificados, por ejemplo, en procesos de glucoconjugacion (por ejemplo,
glucoPEGilacion). Se han descrito diversos métodos para la sintesis de azlcares de nucleétido modificados (por
ejemplo, CMP-SA-PEG). Véase, por ejemplo, el documento W0O2003/31464 presentado el 9 de octubre de 2002, el
documento W02004/99231 presentado el 9 de abril de 2004 y el documento W0O2007/056191 presentado el 3 de
noviembre de 2006.

Los azucares de nucledtido modificados pueden prepararse haciendo reaccionar un derivado de azUcares de
nucleétido que incorpora un grupo funcional reactivo (por ejemplo, un grupo amino) con un reactivo polimérico
reactivo, tal como un carbonato de PEG-p-nitrofenilo (pNP). Por ejemplo, pueden prepararse CMP-SA-PEG, tales
como CMP-SA-PEG-10 kDa, CMP-SA-PEG-20 kDa y CMP-SA-glicerol-PEG-40 kDa, haciendo reaccionar CMP-SA-
glicina (GSC) con un reactivo de PEG que incorpora un resto de carbonato de p-nitrofenilo. Una ruta de sintesis a
modo de ejemplo segun esta realizacion se explica brevemente en la Figura 2. Inesperadamente, los inventores han
descubierto que un intervalo de pH entre aproximadamente 8,0 y aproximadamente 8,8 en un sistema de disolvente
acuoso es critico durante la reaccién de acoplamiento entre PEG-carbonatos de p-nitrofenilo (pNP) (por ejemplo,
mPEG-p-nitrofenilo) y un derivado de azlcares de nucleétido (por ejemplo, CMP-SA-glicina). El intervalo de pH
optimizado reduce en gran medida la formacion de productos secundarios debido a la hidrélisis de los componentes
de reaccion y asi aumenta significativamente los rendimientos y las purezas para los productos finales.

La presente invencion describe procesos, que incorporan menos etapas de produccién y proporcionan azlcares de
nucleétido modificados (por ejemplo, CMP-SA-PEG) con purezas mejoradas y rendimientos globales cuando se
compara con los métodos conocidos. Un proceso tipico incorpora (a) cromatografia de intercambio aniénico (AEX),
que es util, por ejemplo, para eliminar impurezas basadas en PEG. La cromatografia de intercambio aniénico va
seguida de (b) desalar la disolucién de producto parcialmente purificada usando filtracién en membrana (es decir,
ultrafiltracion), tal como filtracion de flujo tangencial (TFF). Un proceso representativo de la invencion se representa
en la Figura 1. En un ejemplo, la etapa de TFF usa una membrana con un corte de peso molecular (MWCO)
significativamente mas pequefio que el peso molecular del azGcar de nucledtido modificado que se purifica. Por
ejemplo, para CMP-SA-PEG-10 kDa, CMP-SA-PEG-20 kDa y CMP-SA-glicerol-PEG-40 kDa se usa una membrana
con un corte de peso molecular entre aproximadamente 10 kDa y aproximadamente 1 kDa. El proceso mejorado no
requiere ultrafiltracion (por ejemplo, TFF) antes de la cromatografia de intercambio aniénico. En su lugar, el volumen
de la mezcla de reaccion en bruto puede reducirse evaporando parte del disolvente que esta presente en la mezcla
de reaccion (por ejemplo, THF). En un ejemplo, la evaporacion se lleva a cabo usando evaporacion rotatoria. La
mezcla de volumen reducido puede entonces filtrarse para eliminar particulas, por ejemplo, a través de un filtro de
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0,22 um, antes de que la mezcla se someta a cromatografia de intercambio aniénico. En un ejemplo, se obtienen
azucares de nucledtido modificados (por ejemplo, CMP-SA-PEG) producidos por un método de la invencién con
purezas superiores a aproximadamente el 90 % (peso/peso) y rendimientos aislados entre aproximadamente el 60 y
aproximadamente el 80 %.

En diversos ejemplos, la invencion proporciona un método de preparacidon de una composicién que incluye un
azucar de nucledtido modificado enlazado covalentemente a un grupo modificador polimérico, en el que el grupo
modificador polimérico incluye al menos un resto de poli(éxido de alquileno) lineal o ramificado. EI método incluye: (i)
poner en contacto una mezcla de reaccion que comprende el azdcar de nucleétido modificado con un medio de
intercambio anidnico; (ii) eluir el aztcar de nucle6tido modificado del medio de intercambio aniénico, formando asi
una fraccién de eluato que contiene el azdcar de nucleétido modificado; y (iii) desalar la fraccién de eluato. El
método no incluye ultrafiltracién (por ejemplo, TFF) antes de la cromatografia de intercambio aniénico.

En un ejemplo particular, el método de la invencién incluye: (i) poner en contacto un derivado de azlcar de
nucleétido que incluye un grupo amino primario con un resto de poli(6xido de alquileno) activado que incorpora un
resto de carbonato de p-nitrofenilo en condiciones suficientes para formar un enlace covalente entre el grupo amino
de los derivados de azlcar de nucleétido y el resto de poli(6xido de alquileno). La puesta en contacto se produce en
presencia de un disolvente acuoso que tiene un pH entre aproximadamente 8,0 y aproximadamente 8,8. Se forma
una mezcla de reaccion, que incluye el azdcar de nucleétido modificado. EI método incluye adicionalmente (ii) poner
en contacto la mezcla de reaccién con un medio de intercambio anidnico y (iii) eluir el azicar de nucleétido
modificado del medio de intercambio anionico que forma una fraccion de eluato que contiene el aztcar de nucleétido
modificado. El método puede incluir adicionalmente: (iv) desalar la fraccion de eluato usando filtracion en membrana;
y (v) eliminar agua de la fraccion de eluato. EI método no incluye ultrafiltracion antes de la etapa (i).

Breve descripcién de los dibujos
La Figura 1 es un diagrama de un proceso de produccién a modo de ejemplo de la invencion.

La Figura 2 es un esquema sintético que explica brevemente métodos a modo de ejemplo para la sintesis de
CMP-SA-PEG que incorporan restos de PEG lineales (por ejemplo, CMP-SA-PEG-10 kDa y CMP-SA-PEG-20
kDa) y ramificados (por ejemplo, CMP-SA-PEG-glicerol-40 kDa). En la Figura 2, n es un namero entero
seleccionado de 1 a 2500.

La Figura 3 es un diagrama que resume los productos secundarios formados durante la sintesis de PEG de
azucares de nucleétidos (por ejemplo, CMP-SA-PEG) usando una reacciéon de acoplamiento que implica un
derivado de azlcar de nucledtido (por ejemplo, CMP-SA-glicina) y un reactivo de PEG-carbonato de p-
nitrofenilo (por ejemplo, mMPEG-pNF). Las impurezas mPEG-OH y p-nitrofenol (PNP) pueden formarse durante
la hidrélisis de mPEG-carbonato de p-nitrofenilo. Puede formarse CMP mediante la hidrélisis de CMP-SA-
glicina y/o CMP-SA-PEG. SA-PEG puede formarse mediante la hidrélisis de CMP-SA-PEG. En la Figura 3, n es
un numero entero seleccionado de 1 a 2500.

La Figura 4 es un cromatograma de intercambio anidnico obtenido durante la purificacion de CMP-SA-PEG-10
kDa usando una columna de cromatografia Q Sepharose Big Beads y un protocolo de elucién escalonado con
bicarbonato sédico como se describe en el Ejemplo 2.2 (NaHCO3z 5 mM durante 0,6 VC; 30 mM durante 3 VC;
y 1 M durante 7 VC). Los tiempos de retencion fueron: SA-PEG-10 kDa (55 min); CMP-SA-PEG-10 kDa (63
min); CMP y CMP-SA-Glu (GSC, 110 min) y p-nitrofenol (180 min).

La Figura 5 es un cromatograma de intercambio aniénico obtenido durante la purificacion de CMP-SA-PEG-10
kDa usando una columna de cromatografia Q Sepharose Big Beads y elucién en gradiente de bicarbonato
sédico como se describe en el Ejemplo 7 (0-30 mM durante 3 VC; 30 mM durante 2 VC; 30 mM a 280 mM
durante 5 VC; y 1 M durante 10 VC).

La Figura 6 es un cromatograma de intercambio anidnico obtenido durante la purificacion de CMP-SA-PEG-20
kDa usando una columna de cromatografia Q Sepharose Big Beads y un protocolo de elucién escalonado con
bicarbonato sddico como se describe en el Ejemplo 2.3 (NaHCOs 2 mM durante 1 VC; 30 mM durante 3 VC; y
1 M durante 7 VC). Los tiempos de retencion fueron: SA-PEG-20 kDa (55 min); CMP-SA-PEG-20 kDa (75 min);
CMP y CMP-SA-Glu (120 min) y p-nitrofenol (200 min).

La Figura 7 es un cromatograma de intercambio anidnico obtenido durante la purificacion de CMP-SA-PEG-40
kDa usando una columna de cromatografia Q Sepharose Big Beads y un protocolo de elucién escalonado con
bicarbonato sédico como se describe en el Ejemplo 2.4 (2 mM durante 1 VC y 30 mM durante 3 VC).

La Figura 8 es un cromatograma de intercambio anionico obtenido durante la purificacion de CMP-SA-PEG-40
kDa usando una columna de cromatografia Q Sepharose Big Beads y una elucién con bicarbonato sédico
como se describe en el Ejemplo 7 (NaHCO3 2 mM durante 4 VC).
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Descripcion detallada de la invencion
|. 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; Xilo, xilosilo; y NeuAc, sialilo (N-acetilneuraminilo); M6P, manosa-6-fosfato; BEVS, sistema de vector
de expresion de baculovirus; VC, volumen de columna; NTU, unidades nominales de turbidez; vvm,
volumen/volumen/min; ACN, acetonitrilo; mcl, microlitro; RO, 6smosis inversa.

Il. Definiciones

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
generalmente tienen el mismo significado que comidnmente es entendido por un experto habitual en la materia a la
qgue pertenece la presente invencion. Generalmente, la nomenclatura usada en el presente documento y los
procedimientos de laboratorio en cultivo celular, genética molecular, quimica organica y quimica de acidos nucleicos
e hibridacion son aquellos muy conocidos y cominmente empleados en la materia. Se usan técnicas convencionales
para la sintesis de acidos nucleicos y de péptidos. Las técnicas y procedimientos se realizan generalmente segin
métodos convencionales en la materia y diversas referencias generales (véase 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 proporciona en todo el presente documento. La nomenclatura usada en el presente
documento y los procedimientos de laboratorio en quimica analitica y organica sintética descritos a continuacion son
aquellos muy conocidos y cominmente empleados en la materia. Técnicas convencionales, o modificaciones de las
mismas, se usan para sintesis quimicas y analisis quimicos.

El término “azlcar de nucledtido” se usa indistintamente con el término “nucleétido de azucar” y se refiere a un
nucleétido enlazado covalentemente a un resto de azucar adicional, tal como é&cido sidlico. El azicar de nucleétido
esta opcionalmente covalentemente modificado con un grupo modificador polimérico, tal como un resto de PEG
lineal o ramificado.

El “resto de azlcar” del azdcar de nucledtido de la invencion esta seleccionado de tanto furanosas y hexanosas
naturales como no naturales. Los sacéaridos no naturales opcionalmente incluyen un resto hidroxilo y/o amina
alquilado o acilado, por ejemplo, éteres, ésteres y sustituyentes de amida sobre el anillo. Otros sacaridos no
naturales incluyen un sustituyente de H, hidroxilo, éter, éster o amida en una posicién sobre el anillo en la que un
sustituyente tal no esta presente en el sacarido natural. Alternativamente, el hidrato de carbono esta echando en
falta un sustituyente que se encontraria en el hidrato de carbono del que se deriva su nombre, por ejemplo,
desoxiazlcares. Todavia otros azlcares no naturales a modo de ejemplo incluyen tanto hidratos de carbono
oxidados (por ejemplo, acidos -onicos y -urénicos) como reducidos (alcoholes de azucar). El resto de azlcar puede
ser un mono-, oligo- o polisacérido.

Azlcares naturales a modo de ejemplo de uso en la presente invencién incluyen glucosa, galactosa, fucosa,
manosa, xilanosa, ribosa, N-acetilglucosa (GIcNAc), acido sialico y N-acetilgalactosa (GalNAc).

Similarmente, el nucledsido puede seleccionarse de tanto nucledsidos naturales como no naturales. Nucledsidos
naturales a modo de ejemplo de uso en la presente invencién incluyen citosina, timina, guanina, adenina y uracilo.
Varios nucleésidos no naturales y métodos de preparacion de ellos se conocen en la técnica.

El término “acido sialico” se refiere a cualquier miembro de una familia de azlicares carboxilados de nueve carbonos.
El miembro mas comudn de la familia del acido sidlico es el acido N-acetil-neuraminico (acido 2-ceto-5-acetamido-
3,5-didesoxi-D-glucero-D-galactononulopiranos-1-onico (frecuentemente abreviado Neu5Ac, NeuAc, NAN o NANA).
Un segundo miembro de la familia es el acido N-glicolil-neuraminico (Neu5Gc o NeuGc), en el que el grupo N-acetilo
de NeuAc esté hidroxilado. Un tercer miembro de la familia del acido siélico es el acido 2-ceto-3-desoxi-nonulosénico
(KDN) (Nadano et al. (1986) J. Biol. Chem. 261: 11550-11557; Kanamori et al., J. Biol. Chem. 265: 21811-21819
(1990)). También estan incluidos acidos sialicos 9-sustituidos tales como un 9-O-acil C1-Cs-Neu5Ac como 9-O-lactil-
Neu5Ac o 9-O-acetil-Neu5Ac, 9-desoxi-9-fluoro-Neu5Ac y 9-azido-9-desoxi-Neu5Ac. Para una revision de la familia
de los acidos sidlicos véanse, 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 uso de compuestos de acido sialico
en un procedimiento de sialilacion se desvela en la solicitud internacional WO 92/16640, publicada el 1 de octubre
de 1992.

El término “cromatografia de intercambio aniénico” incluye procedimientos que implican columnas rellenas, ademas
de procedimientos que implican membranas de intercambio anidénico. El término “cromatografia de intercambio
anionico” incluye cromatografia realizada usando cualquier medio en modo mezclado que tiene capacidades de
intercambio aniénico.
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El término “disolvente acuoso” describe disolventes que incorporan al menos aproximadamente el 10 %, al menos
aproximadamente el 20 %, al menos aproximadamente el 30 %, al menos aproximadamente el 40 %, al menos
aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente el 60 %, al menos aproximadamente el 70 % o al menos
aproximadamente el 80 % de agua (v/v). El disolvente acuoso puede incluir opcionalmente disolventes organicos
miscibles en agua, tales como alcoholes (por ejemplo, metanol, etanol o butanol), THF y otros éteres alifaticos o
ciclicos.

El término “grupo modificador polimérico” se refiere a cualquier polimero unido a un azicar de nucleétido de la
invencion. El grupo modificador polimérico puede ser soluble en agua o esencialmente insoluble en agua. Polimeros
solubles en agua a modo de ejemplo de uso en la presente invencion incluyen PEG, m-PEG y otros restos
funcionalizados de PEG, m-PPG, PPG, poli(acido sidlico), poliglutamato, poliaspartato, polilisina, polietilenimina y
polimeros biodegradables (por ejemplo, polilactida, poliglicérido).

El término “soluble en agua” se refiere a restos que tienen algin grado detectable de solubilidad en agua. Métodos
para detectar y/o cuantificar la solubilidad en agua son muy conocidos en la técnica. Polimeros solubles en agua a
modo de ejemplo incluyen péptidos, sacaridos, poli(éteres), poli(aminas), poli(acidos carboxilicos) y similares. Los
péptidos pueden tener secuencias mixtas compuestas de un U(nico aminoacido, por ejemplo, poli(lisina). Un
polisacarido a modo de ejemplo es poli(acido sialico). Un poli(éter) a modo de ejemplo es poli(etilenglicol), por
ejemplo, m-PEG. La poli(etilenimina) es una poliamina a modo de ejemplo y el acido poli(acrilico) es un poli(acido
carboxilico) representativo.

El esqueleto de polimero del polimero soluble en agua puede ser poli(etilenglicol) (es decir, PEG). Sin embargo,
debe entenderse que también son adecuados otros polimeros relacionados para su uso en la practica de la presente
invencion y que el uso del término PEG o poli(etilenglicol) pretende ser inclusivo y no exclusivo a este respecto. El
término “PEG” incluye poli(etilenglicol) en cualquiera de sus formas, que incluye alcoxi-PEG, PEG difuncional, PEG
de varios brazos, PEG bifurcado, PEG ramificado, PEG lateral (es decir, PEG o polimeros relacionados que tienen
uno o mas grupos funcionales laterales con respecto al esqueleto de polimero), o PEG con enlaces degradables en
él.

El esqueleto de polimero puede ser lineal o ramificado. Esqueletos de polimero ramificados son generalmente
conocidos en la técnica. Normalmente, un polimero ramificado tiene un resto de ndcleo de rama central y una
pluralidad de cadenas de polimero lineal enlazadas al ndcleo de rama central. Se usa PEG comUnmente en formas
ramificadas que pueden prepararse mediante la adicién de 6xido de etileno a diversos polioles, tales como glicerol,
pentaeritritol y sorbitol. El resto de rama central también puede derivarse de varios aminoacidos, tales como lisina. El
poli(etilenglicol) ramificado puede representarse en la forma general como R(-PEG-OH)m en la que R representa el
resto de nucleo, tal como glicerol o pentaeritritol, y m representa el nimero de brazos. También pueden usarse
moléculas de PEG de mudltiples brazos, tales como aquellas descritas en la patente de EE.UU. n°® 5.932.462, como el
esqueleto de polimero.

Muchos otros polimeros también son adecuados para la invencion. Esqueletos de polimero que son no peptidicos y
solubles en agua, con de 2 a aproximadamente 300 extremos, son particularmente Utiles en la invencién. Ejemplos
de polimeros adecuados incluyen, pero no se limitan a, otros poli(alquilenglicoles), tales como poli(propilenglicol)
(“PPG"), copolimeros de etilenglicol y propilenglicol y similares, poli(poliol oxietilado), poli(alcohol olefinico),
poli(vinilpirrolidona), poli(hidroxipropilmetacrilamida), poli(a-hidroxiacido), poli(alcohol vinilico), polifosfaceno,
polioxazolina, poli(N-acriloilmorfolina), tal como se describen en la patente de EE.UU. N° 5.629.384 y copolimeros,
terpolimeros y mezclas de los mismos. Aunque el peso molecular de cada cadena del esqueleto de polimero puede
variar, normalmente esta en el intervalo de aproximadamente 100 Da a aproximadamente 100.000 Da,
frecuentemente de aproximadamente 6.000 Da a aproximadamente 80.000 Da.

Una “disolucién de alimentacién” se refiere a cualquier disoluciéon que contenga un compuesto que va a purificarse.
Por ejemplo, puede usarse una mezcla de reaccién como disolucién de alimentacién a partir de la que se purifica el
producto de reaccién deseado usando los métodos de la invencién.

Si los grupos sustituyentes se especifican por sus férmulas quimicas convencionales, escritas de izquierda a
derecha, igualmente engloban los sustituyentes quimicamente idénticos, que resultarian de escribir la estructura de
derecha a izquierda, por ejemplo, -CH20- pretende también indicar -OCHz-.

El término “alquilo”, por si mismo o como parte de otro sustituyente, significa, a menos que se establezca de otro
modo, un radical de hidrocarburo de cadena lineal o ramificada, o ciclico (es decir, cicloalquilo), o combinacion de
los mismos, que puede estar completamente saturado, mono- o poliinsaturado, y puede incluir radicales divalentes
(por ejemplo, alquileno) y multivalentes, que tiene el nimero de atomos de carbono designado (es decir, C1-Cio
significa uno a diez carbonos). Ejemplos de radicales de hidrocarburo saturados incluyen, pero no se limitan a,
grupos tales como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, t-butilo, isobutilo, sec-butilo, ciclohexilo,
(ciclohexil)metilo, ciclopropilmetilo, homdélogos e isémeros de, por ejemplo, n-pentilo, n-hexilo, n-heptilo, n-octilo y
similares. Un grupo alquilo insaturado es uno que tiene uno o mas dobles enlaces o triples enlaces. Ejemplos de
grupos alquilo insaturado incluyen, pero no se limitan a, vinilo, 2-propenilo, crotilo, 2-isopentenilo, 2-(butadienilo),
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2,4-pentadienilo, 3-(1,4-pentadienilo), etinilo, 1- y 3-propinilo, 3-butinilo, y los homdlogos superiores e isémeros. El
término “alquilo”, a menos que se indique lo contrario, también pretende incluir aquellos derivados de alquilo
definidos mas abajo en mas detalle, tales como “heteroalquilo”. Grupos alquilo que estan limitados a grupos de
hidrocarburo se llaman “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 no se limita, por -CH2CH2CH2CH>-, e incluye adicionalmente aquellos grupos
descritos mas adelante como “heteroalquileno”. Normalmente, un grupo alquilo (o alquileno) tendra de 1 a 24 atomos
de carbono, siendo aquellos grupos que tienen 10 o menos atomos de carbono preferidos en la presente invencion.
Un “alquilo inferior” o “alquileno inferior” es un grupo alquilo o alquileno de cadena mas corta, que generalmente
tiene ocho 0 menos atomos de carbono.

Los términos “alcoxi”, “alquilamino” y “alquiltio” (o tioalcoxi) se usan en su sentido convencional, y se refieren a
aquellos grupos alquilo unidos al resto de la molécula mediante un 4&tomo de oxigeno, un grupo amino, o un atomo
de azufre, respectivamente.

El término “heteroalquilo”, por si mismo o en combinacién con otro término, significa, a menos que se establezca de
otro modo, un radical de hidrocarburo estable de cadena lineal o ramificada, o ciclico, o combinaciones de los
mismos, que consiste en el nimero establecido de atomos de carbono y al menos un heteroatomo seleccionado del
grupo que consiste en O, N, Siy S, y en el que los atomos de nitrégeno y de azufre pueden oxidarse opcionalmente
y el heteroatomo de nitrégeno puede opcionalmente cuaternizarse. El (Los) heteroatomo(s) O, Ny S y Si pueden
disponerse en cualquier posicion interior del grupo heteroalquilo o en la posicién en la que el grupo alquilo esta unida
al resto de la molécula. Ejemplos incluyen, pero no se limitan a, -CH2-CH2-O-CHzs, -CH2-CH2-NH-CHzs, -CH2-CH>-
N(CHs)-CHs, -CH2-S-CH2-CHs, -CH2-CH2,-S(0)-CHs, -CH2-CH2-S(0)2-CHs, -CH=CH-0-CHs, -Si(CHs)s, -CH2-CH=N-
OCHs3 y -CH=CH-N(CHzs)-CHs. Hasta dos heterodtomos pueden ser consecutivos, tales como, por ejemplo, -CHz2-NH-
OCHs3 y -CH2-O-Si(CHs3)s. Similarmente, el término “heteroalquileno”, por si mismo o como parte de otro sustituyente,
significa un radical divalente derivado de heteroalquilo, como se ejemplifica, pero no se limita, por -CH2-CH2-S-CH>-
CHz- y -CH2-S-CH2-CH2-NH-CH2-. Para grupos heteroalquileno, los heteroatomos también pueden ocupar cualquiera
o0 ambos de los extremos de cadena (por ejemplo, alquilenoxi, alquilendioxi, alquilenamino, alquilendiamino y
similares). Todavia ademas, para grupos de enlace de alquileno y heteroalquileno, no se implica orientacion del
grupo de enlace por la direccion en la que se escribe la formula del grupo de enlace. Por ejemplo, la férmula -CO2R'-
representa tanto -C(O)OR' como -OC(O)R".

Los términos “cicloalquilo” y “heterocicloalquilo”, por si mismos o0 en combinacion con otros términos, representan, a
menos que se establezca de otro modo, versiones ciclicas de “alquilo” y “heteroalquilo”, respectivamente.
Adicionalmente, para heterocicloalquilo, un heteroatomo puede ocupar la posicion en la que el heterociclo esta unido
al resto de la molécula. Ejemplos de cicloalquilo incluyen, pero no se limitan a, ciclopentilo, ciclohexilo, 1-
ciclohexenilo, 3-ciclohexenilo, cicloheptilo y similares. Ejemplos de heterocicloalquilo incluyen, pero no se limitan a,
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, significan, a menos que se
establezca de otro modo, un atomo de flior, cloro, bromo o de yodo. Adicionalmente, términos tales como
“haloalquilo” se indican para incluir monohaloalquilo y polihaloalquilo. Por ejemplo, el término “haloalquilo (C1-C4)”
pretende incluir, pero no se limita a, trifluorometilo, 2,2,2-trifluoroetilo, 4-clorobutilo, 3-bromopropilo y similares.

El término “arilo” significa, a menos que se establezca de otro modo, un sustituyente poliinsaturado, aromatico, que
puede ser un Gnico anillo o multiples anillos (preferentemente de 1 a 3 anillos), que estan condensados juntos o
enlazados covalentemente. El término “heteroarilo” se refiere a grupos arilo (o anillos) que contienen de uno a cuatro
heteroatomos seleccionados de N, O, S, Siy B, en los que los atomos de nitrdgeno y de azufre estan opcionalmente
oxidados y el (los) atomo(s) de nitrégeno esta(n) opcionalmente cuaternizados. Un grupo heteroarilo puede unirse al
resto de la molécula mediante un heteroatomo. Ejemplos no limitantes de grupos arilo y heteroarilo incluyen fenilo, 1-
naftilo, 2-naftilo, 4-bifenilo, 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-tienilo, 3-tienilo, 2-piridilo, 3-piridilo, 4-piridilo, 2-pirimidilo, 4-pirimidilo, 5-benzotiazolilo,
purinilo, 2-bencimidazolilo, 5-indolilo, 1-isoquinolilo, 5-isoquinolilo, 2-quinoxalinilo, 5-quinoxalinilo, 3-quinolilo y 6-
quinolilo. Sustituyentes para cada uno de los sistemas de anillos de arilo y heteroarilo anteriormente indicados estan
seleccionados del grupo de sustituyentes aceptables descritos a continuacion.

Por brevedad, el término “arilo”, cuando se usa en combinacién con otros términos (por ejemplo, ariloxi, ariltioxi,
arilalquilo), incluye tanto anillos de arilo como de heteroarilo, como se ha definido anteriormente. Asi, el término
“arilalquilo” pretende incluir aquellos radicales en los que un grupo arilo esta unido a un grupo alquilo (por ejemplo,
bencilo, fenetilo, piridilmetilo y similares) que incluye aquellos grupos alquilo en los que un atomo de carbono (por
ejemplo, un grupo metileno) se ha sustituido con, por ejemplo, un atomo de oxigeno (por ejemplo, fenoximetilo, 2-
piridiloximetilo, 3-(1-naftiloxi)propilo y similares).
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Se indica que cada uno de los términos anteriores (por ejemplo, “alquilo”, “heteroalquilo”, “arilo” y “heteroarilo”)
incluye tanto formas sustituidas como sin sustituir del radical indicado, a menos que se indique lo contrario.
Sustituyentes preferidos para cada tipo de radical se proporcionan a continuacion.

Sustituyentes para los radicales alquilo y heteroalquilo (incluyendo aquellos grupos frecuentemente denominados
alquileno, alquenilo, heteroalquileno, heteroalquenilo, alquinilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, cicloalquenilo y
heterocicloalquenilo) se denominan genéricamente “sustituyentes de grupo alquilo”, y pueden ser uno o mas de
varios grupos seleccionados de, pero no se limitan a: arilo sustituido o sin sustituir, heteroarilo sustituido o sin
sustituir, heterocicloalquilo sustituido o sin sustituir, -OR’, =O, =NR', =N-OR’, -NR'R", -SR’, - halégeno, -SiR'R"R", -
OC(O)R', -C(O)R, -COzR', -CONR'R", -OC(O)NR'R", -NR'C(O)R', -NR-C(O)NR"R™, -NR"C(O)2R', -NR-
C(NR'R"R™)=NR"", -NR-C(NR'R")=NR", -S(O)R’, -S(O)2R’, -S(0)2NR'R", -NRSOzR’, -CN y -NO2 en un nimero que
oscila de cero a (2m'+1), en la que m' es el nimero total de &tomos de carbono en tal radical. R, R", R" y R"" se
refieren cada uno preferentemente independientemente a hidrégeno, heteroalquilo sustituido o sin sustituir, arilo
sustituido o sin sustituir, por ejemplo, arilo sustituido con 1-3 halégenos, grupos alquilo, alcoxi o tioalcoxi sustituidos
0 sin sustituir, o grupos arilalquilo. Cuando un compuesto de la invencién incluye mas de un grupo R, por ejemplo,
cada uno de los grupos R esta seleccionado independientemente, ya que son cada uno grupos R', R", R" y R™
cuando mas de uno de estos grupos esta presente. Cuando R'y R" estan unidos al mismo atomo de nitrégeno,
pueden combinarse con el &tomo de nitrégeno para formar un anillo de 5, 6 o 7 miembros. Por ejemplo, se indica
que -NR'R" excluye, pero no se limita a, 1-pirrolidinilo y 4-morfolinilo. A partir de la discusiéon anterior de
sustituyentes, un experto en la materia entendera que el término “alquilo” pretende incluir grupos que incluyen
atomos de carbono unidos a grupos distintos de grupos hidrégeno, tales como haloalquilo (por ejemplo, -CFs y -
CH2CFs3) y acilo (por ejemplo, -C(O)CHs, -C(O)CFs, - C(O)CH20CHs y similares).

Similar a los sustituyentes descritos para el radical alquilo, sustituyentes para los grupos arilo y heteroarilo se
denominan genéricamente “sustituyentes de grupo arilo”. Los sustituyentes estan seleccionados de, por ejemplo:
alquilo sustituido o sin sustituir, heteroalquilo sustituido o sin sustituir, arilo sustituido o sin sustituir, heteroarilo
sustituido o sin sustituir, heterocicloalquilo sustituido o sin sustituir, -OR', =O, =NR’, =N-OR', -NR'R", -SR', -hal6geno,
-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)2R’, -NR-
C(NR'R"R™)=NR"", -NR-C(NR'R")=NR", -S(O)R’, -S(O)2R’, -S(0)NR'R", -NRSO2R', -CN y -NOg, -R, -N3, -CH(Ph)z,
fluoroalcoxi (C1-Ca) y fluoroalquilo (C1-Cas), en un nimero que oscila de cero al nimero total de valencias abiertas en
el sistema de anillos aromaticos; y en las que R', R", R" y R"" se seleccionan preferentemente independientemente
de hidrégeno, alquilo sustituido o sin sustituir, heteroalquilo sustituido o sin sustituir, arilo sustituido o sin sustituir y
heteroarilo sustituido o sin sustituir. Cuando un compuesto de la invencién incluye mas de un grupo R, por ejemplo,
cada uno de los grupos R esta seleccionado independientemente ya que son cada uno grupos R', R", R" y R™
cuando mas de uno de estos grupos esta presente.

Dos de los sustituyentes sobre atomos adyacentes del anillo de arilo o heteroarilo pueden sustituirse opcionalmente
con un sustituyente de formula -T-C(O)-(CRR")q¢-U-, en la que T y U son independientemente -NR-, -O-, -CRR'- 0 un
enlace sencillo, y q es un nimero entero de 0 a 3. Alternativamente, dos de los sustituyentes sobre atomos
adyacentes del anillo de arilo o heteroarilo pueden sustituirse opcionalmente con un sustituyente de férmula -A-
(CH2)r-B-, en la que A y B son independientemente -CRR'-, -O-, -NR-, -S-, -S(0)-, -S(0)2-, -S(0)2NR'- 0 un enlace
sencillo y r es un nimero entero de 1 a 4. Uno de los enlaces sencillos del nuevo anillo asi formado puede sustituirse
opcionalmente con un doble enlace. Alternativamente, dos de los sustituyentes sobre atomos adyacentes del anillo
de arilo o heteroarilo pueden sustituirse opcionalmente con un sustituyente de formula -(CRR")s-X-(CR"R™)q¢-, €n la
gue s y d son independientemente nimeros enteros de 0 a 3y X es -O-, -NR'-, -S-, -S(0)-, -S(0)2- 0 -S(0)2NR'-. Los
sustituyentes R', R", R" y R"" se seleccionan preferentemente independientemente de hidrégeno o alquilo (C1-Cs)
sustituido o sin sustituir.

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

El simbolo “R” es una abreviatura general que representa un grupo sustituyente. Grupos sustituyentes a modo de
ejemplo incluyen grupos alquilo sustituido o sin sustituir, heteroalquilo sustituido o sin sustituir, arilo sustituido o sin
sustituir, heteroarilo sustituido o sin sustituir y heterocicloalquilo sustituido o sin sustituir.

Todos los oligosacaridos descritos en el presente documento se describen con el nhombre o abreviatura para el
sacarido no reductor (es decir, Gal), seguido de la configuracion del enlace glucosidico (a o ), el enlace de anillo (1
0 2), la posicion de anillo del sacarido reductor que participa en el enlace (2, 3, 4, 6 0 8) y a continuacion el nombre o
abreviatura del sacarido reductor (es decir, GIcNAc). Cada sacarido es preferentemente una piranosa. Para una
revisién de nomenclatura de glucobiologia estandar véase Essentials of Glycobiology Varki et al. eds. CSHL Press
(1999).

Se considera que los oligosacaridos tienen un extremo reductor y un extremo no reductor, tanto si el sacarido en el
extremo reductor es 0 no de hecho un azlcar reductor. Segun la nomenclatura aceptada, los oligosacaridos se
representan en el presente documento con el extremo no reductor a la izquierda y el extremo reductor a la derecha.
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Como se usa en el presente documento, el término “azdcar modificado” se refiere a un hidrato de carbono que existe
0 que no existe de forma natural que se afiade enzimaticamente sobre un aminoacido o un residuo de glucosilo de
un péptido en un proceso de la invencién. El azicar modificado esta seleccionado de varios sustratos enzimaticos
gue incluyen, pero no se limitan a, nucleétidos de aztcar (mono-, di- y trifosfatos), azlicares activados (por ejemplo,
haluros de glucosilo, mesilatos de glucosilo) y azlcares que no estan activados ni son nucledtidos. El “azlcar
modificado” esta covalentemente funcionalizado con un “grupo modificador”. Grupos modificadores Utiles incluyen,
pero no se limitan a, restos de PEG, restos terapéuticos, restos de diagnostico, biomoléculas y similares. El grupo
modificador es preferentemente un hidrato de carbono que no existe de forma natural, o sin modificar. El sitio de
funcionalizacién con el grupo modificador esta seleccionado de forma que no prevenga que el “azdcar modificado”
se afiada enzimaticamente a un péptido.

El término “glucoconjugacién”, como se usa en el presente documento, se refiere a la conjugacion enzimaticamente
mediada de una especie de azicar modificado con un aminoacido o residuo de glucosilo de un polipéptido, por
ejemplo, un péptido de eritropoyetina preparado por el método de la presente invencién. Un subgénero de la
“glucoconjugacion” es la “gluco-PEGilacion”, en la que el grupo modificador del azdcar modificado es
poli(etilenglicol), un derivado de alquilo (por ejemplo, m-PEG) o derivado reactivo (por ejemplo, H2N-PEG, HOOC-
PEG) del mismo.

Los términos “a gran escala” y “a escala industrial” se usan indistintamente y se refieren a un ciclo de reaccion o
proceso que produce al menos aproximadamente 250 mg, al menos aproximadamente 500 mg, al menos
aproximadamente 1 gramo, al menos aproximadamente 2 gramos, al menos aproximadamente 5 g, al menos
aproximadamente 10 g, al menos aproximadamente 20 g, al menos aproximadamente 30 g, al menos
aproximadamente 50 o al menos aproximadamente 100 g de azlcar de nucledtido al completarse un Unico ciclo. En
una realizacion, la invencion proporciona procesos a gran escala, que son adecuados para preparar azucares de
nucleétido con un alto grado de pureza a escala de kilogramo (por ejemplo, al menos aproximadamente 1 kg, al
menos aproximadamente 1,5 kg, al menos aproximadamente 2 kg, o al menos aproximadamente 3 kg de nucleétido
de azucar purificado por serie de sintesis/purificacién).

El término “aislado” o “purificado”, cuando se refiere a un aztcar de nucleétido o azlcar de nucle6tido modificado de
la invencion, significa que tal material esta esencialmente libre de componentes, que se usan para producir el
material. “Aislado”, “puro” o “purificado” se usan indistintamente. La pureza puede determinarse por cualquier
método de analisis reconocido en la técnica (por ejemplo, intensidad de bandas sobre un gel teflido con plata,
electroforesis en gel de poliacrilamida, RMN, HPLC, ELISA, o un medio similar). En un ejemplo, la pureza se
determina como la relaciéon entre la cantidad de azlUcar de nucleétido deseado y la cantidad total de otros
componentes presentes en una muestra (peso/peso). Por ejemplo, la concentracion del azUcar de nucleétido en la
muestra puede determinarse usando cromatografia analitica (por ejemplo, HPLC, RP-HPLC) en combinacién con un
patrén de azlcar de nucledtido.

Normalmente, los azlUcares de nucleétido aislados usando un método de la invencién tienen un nivel de pureza
expresado como un intervalo. El extremo inferior del intervalo de pureza para el nucleétido de azlcar es
aproximadamente el 30 %, aproximadamente el 40 %, aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 60 %,
aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 75 % o aproximadamente el 80 % y el extremo superior del intervalo
de pureza es aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 75 % aproximadamente el 80 %, aproximadamente el
85 %, aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 95 % o superior a aproximadamente el 95 %.

Cuando el azlcar de nucledtido es superior a aproximadamente el 90 % de pureza, su pureza también se expresa
preferentemente como un intervalo. El extremo inferior del intervalo de pureza es aproximadamente el 90 %,
aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 96 % o aproximadamente el 98 %. El
extremo superior del intervalo de pureza es aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 94 %, aproximadamente
el 96 %, aproximadamente el 98 % o aproximadamente el 100 % de pureza (peso/peso).

La “recuperacion de azucar de nucle6tido”, “rendimiento” o “rendimiento de la reaccion” normalmente se expresa
como el intervalo entre la cantidad de azlUcar de nucledtido recuperada después de una etapa de proceso particular
(o serie de etapas) y la cantidad de azucar de nucleétido que entr6 en la etapa de proceso. Por ejemplo, la
recuperacion de azlcar de nucledtido para un método de la invencion es aproximadamente el 20 %,
aproximadamente el 30 %, aproximadamente el 40 %, aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 60 %,
aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 80 % o aproximadamente el 90 %. En otro ejemplo, la recuperacién
de azUcar de nucledtido para un método de la invencidn es aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 94 %,
aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 98 % o superior a aproximadamente el 98 %.

El término “tampon de carga” se refiere al tampoén en el que el péptido que se purifica se aplica a un dispositivo de
purificacién, por ejemplo, una columna de cromatografia o un cartucho de filtro. Normalmente, el tampén de carga
esta seleccionado de manera que pueda llevarse a cabo la separacion del péptido de interés de impurezas no
deseadas. Por ejemplo, cuando se purifica el péptido sobre una columna de hidroxiapatita (HA) o fluoroapatita, el pH
del tampdn de carga y la concentracion de sales en el tamp6n de carga pueden seleccionarse de manera que el
péptido se retenga inicialmente sobre la columna mientras que ciertas impurezas se encuentran en el flujo a través.
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El término “tampdn de elucién”, también llamado “tampo6n limite”, se refiere al tampdn que normalmente se usa para
eliminar (eluir) el péptido del dispositivo de purificacion (por ejemplo, una columna cromatografica o cartucho de
filtro) al que se aplicé antes. Normalmente, el tampon de carga esta seleccionado de manera que pueda llevarse a
cabo la separacion del péptido de interés de impurezas no deseadas. Frecuentemente, la concentracion de una sal
particular (por ejemplo, NaCl) en el tamp6n de elucién varia durante el procedimiento de elucién (gradiente). El
gradiente puede ser continuo o escalonado.

El término “temperatura ambiente” se refiere a una temperatura de al menos aproximadamente 10 °C, al menos
aproximadamente 15 °C, al menos aproximadamente 20 °C o al menos aproximadamente 25 °C. Normalmente, la
temperatura ambiente es entre aproximadamente 20 °C y aproximadamente 25 °C.

I1l. Métodos

La presente invencion proporciona métodos (por ejemplo, procesos a gran escala) para la produccion de azlcares
de nucledtido modificados con un grupo modificador polimérico (azlcar de nucleétido modificado), en los que el
grupo modificador polimérico incluye al menos un resto polimérico seleccionado de restos de poli(6xido de
alquileno). Poli(éxidos de alquileno) a modo de ejemplo incluyen restos de poli(etilenglicol) (PEG) y de
poli(propilenglicol) (PPG).

En un ejemplo, la invencién proporciona un método de preparacién de una composicion que incluye un azlcar de
nucleétido modificado. En el azGcar de nucleétido modificado, el resto de azlcar estd enlazado covalentemente a un
grupo modificador polimérico, en el que el grupo modificador polimérico incluye al menos un resto de poli(6xido de
alquileno) lineal o ramificado. Un método a modo de ejemplo incluye: (i) poner en contacto una mezcla de reaccién
que comprende el azUcar de nucledtido modificado con un medio de intercambio aniénico; (ii) eluir el aztcar de
nucleétido modificado del medio de intercambio aniénico formando asi una fraccidn de eluato que contiene el azdcar
de nucledtido modificado; vy (iii) desalar la fraccién de eluato. Inesperadamente, los inventores han descubierto que
el proceso de la invencién produce azlcares de nucleétido modificados con alta pureza y alto rendimiento global,
incluso cuando el proceso no incluye ultrafiltracion antes de la cromatografia de intercambio aniénico y la mezcla de
reaccion se procesa primero por cromatografia de intercambio aniénico (por ejemplo, después de acondicionar la
mezcla de reaccion eliminando disolvente y particulas). Asi, el método no incluye ultrafiltracion (por ejemplo, TFF)
antes de la cromatografia de intercambio aniénico, es decir, la etapa ().

En una realizacién a modo de ejemplo, el método anterior pueden incluir adicionalmente: (iv) reducir el volumen de
la mezcla de reaccion. En un ejemplo, el volumen de la mezcla de reaccion se reduce mediante evaporacion (por
ejemplo, a presién reducida) de al menos parte del disolvente (por ejemplo, mediante evaporacion rotatoria). En un
ejemplo, la mezcla de reaccion incluye un disolvente organico (por ejemplo, THF), que se elimina esencialmente o
se elimina parcialmente mediante evaporacion a presion reducida. EI método anterior puede incluir ademas (por
ejemplo, después de reducir el volumen de la mezcla de reaccién): (v) filtrar la mezcla de reaccion (por ejemplo, con
el fin de eliminar las particulas). En un ejemplo tipico, la mezcla de reaccion se filtra a través de un filtro de 0,22 pm.
El término “filtrar” en este contexto no incluye ‘“ultrafiltracion”. Otros filtros adecuados Utiles para el
preacondicionamiento de la mezcla de reaccion para la cromatografia de intercambio anionico se describen en el
presente documento. En un ejemplo particular, el volumen de la mezcla de reaccion se reduce primero y la mezcla
resultante se somete a filtracion antes de poner en contacto el filtrado con el medio de intercambio aniénico.

En un ejemplo, segun cualquiera de las realizaciones anteriores, el método puede incluir adicionalmente, por
ejemplo, después de la etapa (iii): (v) eliminar agua de la fraccion de eluato. En un ejemplo, el agua se elimina
sometiendo la fraccion de eluato a liofilizacion o secado por pulverizacion. Normalmente, estos procedimientos
producen un producto esencialmente seco, en el que el contenido de agua residual es, por ejemplo, menos de
aproximadamente el 10 % (peso/peso), menos de aproximadamente el 5 % (peso/peso), menos de
aproximadamente el 4 % (peso/peso), menos de aproximadamente el 3 % (peso/peso), menos de aproximadamente
el 2 % (peso/peso) o menos de aproximadamente el 1 % (peso/peso).

En un ejemplo particular, la invencién proporciona un método de preparacion de una composiciéon que incluye un
azucar de nucleotido modificado, en el que un grupo modificador polimérico esta enlazado covalentemente al azticar
de nucledtido. En un ejemplo, el grupo modificador polimérico incluye al menos un resto de poli(6xido de alquileno)
lineal o ramificado. El método incluye: (i) poner en contacto un derivado de azlcar de nucleétido que incluye un
grupo amino primario, con un resto de poli(6xido de alquileno) activado que incorpora un resto de carbonato de p-
nitrofenilo en condiciones suficientes para formar un enlace covalente entre el grupo amino del derivado de azucar
de nucledtido y el resto de poli(6xido de alquileno). La puesta en contacto se produce en presencia de un disolvente
acuoso que tiene un pH entre aproximadamente 8,0 y aproximadamente 8,8. Por tanto, se forma una mezcla de
reaccion, que incluye el azdcar de nucledtido modificado. El método puede incluir adicionalmente: (ii) poner en
contacto la mezcla de reaccién con un medio de intercambio aniénico vy (iii) eluir el azdicar de nucleétido modificado
del medio de intercambio aniénico formando una fraccion de eluato que contiene el azlcar de nucleétido modificado.
El método puede incluir adicionalmente: (iv) desalar la fraccion de eluato usando filtracion en membrana; y (v)
eliminar agua de la fraccion de eluato (por ejemplo, mediante liofilizacién o secado por pulverizacién, opcionalmente
en presencia de un aditivo). EI método no incluye ultrafiltracién antes de la etapa (i).
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Grupos modificadores poliméricos a modo de ejemplo utiles en cualquiera de las realizaciones anteriores se
desvelan en el presente documento a continuacion. En un ejemplo, el grupo modificador polimérico incluye al menos
un resto polimérico seleccionado de restos de poli(6xido de alquileno). Poli(6xidos de alquileno) a modo de ejemplo
incluyen poli(etilenglicol) (PEG) y poli(propilenglicol) (PPG). En un ejemplo, el grupo modificador de PEG tiene un
peso molecular entre aproximadamente 5 kDa y aproximadamente 600 kDa, entre aproximadamente 5 kDa y
aproximadamente 500 kDa, entre aproximadamente 5 kDa y aproximadamente 400 kDa, entre aproximadamente 10
kDa y aproximadamente 400 kDa, entre aproximadamente 10 kDa y aproximadamente 300 kDa, entre
aproximadamente 10 kDa y aproximadamente 200 kDa o entre aproximadamente 10 kDa y aproximadamente 100
kDa. En un ejemplo particular, el resto de PEG tiene un peso molecular entre aproximadamente 10 kDa y
aproximadamente 80 kDa, entre aproximadamente 10 kDa y aproximadamente 60 kDa, o entre aproximadamente 10
kDa y aproximadamente 40 kDa. En un ejemplo, el grupo modificador polimérico esta ramificado e incluye un
esqueleto de glicerol enlazado covalentemente a al menos dos restos poliméricos (por ejemplo, dos restos de PEG).

Azlcar de nucleétido

El azdcar de nucle6tido o azucar de nucleétido modificado segun cualquiera de las realizaciones anteriores incluye
un resto de nucleésido enlazado covalentemente a un resto de fosfato (seleccionado de restos de monofosfato,
difosfato, trifosfato y polifosfato) y un resto de azlcar adicional enlazado covalentemente al resto de fosfato. El resto
de nucledsido del azucar de nucledtido puede ser cualquier nucleésido o desoxinucledsido, que incluye adenosina,
guanosina, 5-metiluridina, uridina, citidina, desoxiadenosina, desoxiguanosina, desoxitimidina, desoxiuridina y
desoxicitidina. Restos de nucledsido adicionales se describen en el presente documento. Los métodos de la
invencion son Utiles para producir azicares de nucleétido, en los que el nucleétido esta en diversos estados de
fosforilacion. Por consiguiente, nucleétidos a modo de ejemplo del azdcar de nucleétido incluyen CMP, CDP, CTP,
AMP, cAMP, ADP, ATP, UMP, UDP, UTP, GMP, cGMP, GDP, GTP, TMP, TDP y TTP, ademas de las formas desoxi
de estos y otros nucleétidos, que incluyen nucleétidos modificados.

El resto de azucar del azlucar de nucledtido puede ser cualquier resto de glucosilo que incluye mono- y oligo-
sacaridos. Restos de azlUcar a modo de ejemplo incluyen acido sidlico, glucosa, GIcNAc, manosa, fucosa, galactosa,
GalNAc y combinaciones de los mismos. El término “resto de glucosilo” o “resto de azlcar” incluye “restos miméticos
de glucosilo”.

Azlcares de nucleétido a modo de ejemplo incluyen CMP-SA, CDP-SA, CTP-SA, AMP-SA, cAMP-SA, ADP-SA,
ATP-SA, UMP-SA, UDP-SA, UTP-SA, GMP-SA, cGMP-SA, GDP-SA, GTP-SA, TMP-SA, TDP-SA y TTP-SA, CMP-
GIcNAc, CDP-GIcNAc, CTP-GIcNAc, AMP-GIcNAc, cAMP-GIcNAc, ADP-GIcNAc, ATP-GIcNAc, UMP-GIcNAc, UDP-
GIcNAc, UTP-GIcNAc, GMP-GIcNAc, cGMP-GIcNAc, GDP-GIcNAc, GTP-GIcNAc, TMP-GIcNAc, TDP-GIcNAc y
TTP-GIcNAc, CMP-Gal, CDP-Gal, CTP-Gal, AMP-Gal, cAMP-Gal, ADP-Gal, ATP-Gal, UMP-Gal, UDP-Gal, UTP-Gal,
GMP-Gal, cGMP-Gal, GDP-Gal, GTP-Gal, TMP-Gal, TDP-Gal y TTP-Gal, CMP-GalNAc, CDP-GalNAc, CTP-GalNAc,
AMP-GalNAc, cAMP-GalNAc, ADP-GalNAc, ATP-GalNAc, UMP-GalNAc, UDP-GalNAc, UTP-GalNAc, GMP-GalNAc,
cGMP-GalNAc, GDP-GalNAc, GTP-GalNAc, TMP-GalNAc, TDP-GalNAc y TTP-GalNAc, CMP-Glc, CDP-Glc, CTP-
Glc, AMP-Glc, cAMP-Glc, ADP-Glc, ATP-Glc, UMP-GIc, UDP-Glc, UTP-Glc, GMP-GIlc, cGMP-Glc, GDP-Glc, GTP-
Glc, TMP-Glc, TDP-Glc y TTP-Glc, CMP-fucosa, CDP-fucosa, CTP-fucosa, AMP-fucosa, cAMP-fucosa, ADP-fucosa,
ATP-fucosa, UMP-fucosa, UDP-fucosa, UTP-fucosa, GMP-fucosa, cGMP-fucosa, GDP-fucosa, GTP-fucosa, TMP-
fucosa, TDP-fucosa y TTP-fucosa, CMP-Man, CDP-Man, CTP-Man, AMP-Man, cAMP-Man, ADP-Man, ATP-Man,
UMP-Man, UDP-Man, UTP-Man, GMP-Man, cGMP-Man, GDP-Man, GTP-Man, TMP-Man, TDP-Man y TTP-Man y
variantes desoxi de los mismos. Cualquiera de los azlcares de nucleétido anterior puede ser parte de un azlcar de
nucleétido modificado producido por un método de la invencién. En una realizacién preferida, el grupo modificador
polimérico (por ejemplo, resto de PEG lineal o ramificado) en estos azlcares de nucleétido modificados esta
covalentemente unido al resto de azucar del aztcar de nucle6tido, opcionalmente mediante un resto conector.

AzUcares de nucleétido modificados a modo de ejemplo que pueden producirse usando los métodos de la invencion
incluyen CMP-SA-PEG, CDP-SA-PEG, CTP-SA-PEG, AMP-SA-PEG, cAMP-SA-PEG, ADP-SA-PEG, ATP-SA-PEG,
UMP-SA-PEG, UDP-SA-PEG, UTP-SA-PEG, GMP-SA-PEG, cGMP-SA-PEG, GDP-SA-PEG, GTP-SA-PEG, TMP-
SA-PEG, TDP-SA-PEG y TTP-SA-PEG, CMP-GIcNAc-PEG, CDP-GIcNAc-PEG, CTP-GIcNAc-PEG, AMP-GIcNAc-
PEG, cAMP-GIcNAc-PEG, ADP-GIcNAc-PEG, ATP-GIcNAc-PEG, UMP-GIcNAc-PEG, UDP-GIcNAc-PEG, UTP-
GIcNAc-PEG, GMP-GIcNAc-PEG, cGMP-GIcNAc-PEG, GDP-GIcNAc-PEG, GTP-GIcNAc-PEG, TMP-GIcNAc-PEG,
TDP-GIcNAc-PEG y TTP-GIcNAc-PEG, CMP-Gal-PEG, CDP-Gal-PEG, CTP-Gal-PEG, AMP-Gal-PEG, cAMP-Gal-
PEG, ADP-Gal-PEG, ATP-Gal-PEG, UMP-Gal-PEG, UDP-Gal-PEG, UTP-Gal-PEG, GMP-Gal-PEG, cGMP-Gal-
PEG, GDP-Gal-PEG, GTP-Gal-PEG, TMP-Gal-PEG, TDP-Gal-PEG y TTP-Gal-PEG, CMP-GalNAc-PEG, CDP-
GalNAc-PEG, CTP-GalNAc-PEG, AMP-GalNAc-PEG, cAMP-GalNAc-PEG, ADP-GalNAc-PEG, ATP-GalNAc-PEG,
UMP-GalNAc-PEG, UDP-GalNAc-PEG, UTP-GalNAc-PEG, GMP-GalNAc-PEG, cGMP-GalNAc-PEG, GDP-GalNAc-
PEG, GTP-GalNAc-PEG, TMP-GalNAc-PEG, TDP-GalNAc-PEG y TTP-GalNAc-PEG, CMP-Glc-PEG, CDP-Glc-
PEG, CTP-Glc-PEG, AMP-Glc-PEG, cAMP-GIc-PEG, ADP-Glc-PEG, ATP-Glc-PEG, UMP-GIc-PEG, UDP-Glc-PEG,
UTP-Glc-PEG, GMP-Glc-PEG, cGMP-GIlc-PEG, GDP-GIc-PEG, GTP-Glc-PEG, TMP-GIc-PEG, TDP-GIc-PEG y TTP-
Glc-PEG, CMP-fucosa-PEG, CDP-fucosa-PEG, CTP-fucosa-PEG, AMP-fucosa-PEG, cAMP-fucosa-PEG, ADP-
fucosa-PEG, ATP-fucosa-PEG, UMP-fucosa-PEG, UDP-fucosa-PEG, UTP-fucosa-PEG, GMP-fucosa-PEG, cGMP-
fucosa-PEG, GDP-fucosa-PEG, GTP-fucosa-PEG, TMP-fucosa-PEG, TDP-fucosa-PEG y TTP-fucosa-PEG, CMP-
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Man-PEG, CDP-Man-PEG, CTP-Man-PEG, AMP-Man-PEG, cAMP-Man-PEG, ADP-Man-PEG, ATP-Man-PEG,
UMP-Man-PEG, UDP-Man-PEG, UTP-Man-PEG, GMP-Man-PEG, cGMP-Man-PEG, GDP-Man-PEG, GTP-Man-
PEG, TMP-Man-PEG, TDP-Man-PEG y TTP-Man-PEG y variantes desoxi de los mismos. Cualquiera de los restos
de PE anteriores puede sustituirse con otro resto polimérico, tal como un resto de PPG.

En un ejemplo, el nucledtido de azlicar o nucleétido de azdcar modificado de la invencién incluye citidina como
nucledsido y acido sialico como resto de azUcar. En un ejemplo particular, el nucleétido de azicar o azlcar de
nucleétido modificado incluye acido citidina-monofosfo-sialico (CMP-SA). En otro ejemplo, el azicar de nucleétido es
CMP-SA. En otro ejemplo, el azlicar de nucle6tido modificado es CMP-SA enlazado covalentemente con un resto de
PEG lineal o ramificado (CMP-SA-PEG).

En un ejemplo, el azdcar de nucledtido segun cualquiera de las realizaciones anteriores es un miembro seleccionado
de:

NH,

. ca /&
0 {/\ Oa'n\,o o O
{\/09/\0

j\ HN COOQ HO OH

NH,

\\ /&

H

j\ H N COOQ
.OMO |—|

en las que cada n es un nimero entero independientemente seleccionado de 1 a 2500. En un ejemplo, n esta
seleccionado de aproximadamente 100 a aproximadamente1000, de aproximadamente 100 a aproximadamente
800, de aproximadamente 100 a aproximadamente 600, de aproximadamente 100 a aproximadamente 500. Cada Q
es un miembro independientemente seleccionado de H, una carga negativa y un contraién salino (por ejemplo, Na,
K). Cada Q! es un miembro independientemente seleccionado de H y alquilo Ci-Cs, tal como metilo, etilo, propilo
(por ejemplo, n-propilo, iso-propilo), butilo (por ejemplo, n-butilo, iso-butilo), pentilo y hexilo.

En una realizaciéon a modo de ejemplo, segin cualquiera de los métodos anteriores, el medio de intercambio
anionico esta seleccionado de una resina de amonio cuaternario y una resina de dietilaminoetilo (DEAE). En otro
ejemplo, el medio de intercambio anidénico es una resina Sepharose (por ejemplo, Q-Sepharose). Medios de
intercambio anionico adicionales se describen en el presente documento, cada uno de los cuales es igualmente Uutil
en los métodos de la invencidon. En un ejemplo, el medio de intercambio aniénico es una resina de amonio
cuaternario, que incluye iones bhicarbonato como contraiones. Por ejemplo, la resina de amonio cuaternario se trata
con un tampon bicarbonato (por ejemplo, NaHCOs3) antes de uso.

En otro ejemplo, el azUcar de nucle6tido se eluye del medio de intercambio aniénico usando un tampén bicarbonato.
Por ejemplo, el azlicar de nucleétido se eluye usando un protocolo de elucién escalonado o un gradiente, en el que
la concentracion de bicarbonato en el tampén de elucién aumenta de bicarbonato aproximadamente 0 mM a
aproximadamente 1 M (por ejemplo, NaHCO3z). Normalmente, el PEG-azlcar de nucledtido modificado (por ejemplo,
CMP-SA-PEG) eluye proximo al azdcar modificado correspondiente (por ejemplo, SA-PEG), que es un producto
secundario frecuente de la reaccion de acoplamiento usada para formar el azicar de nucle6tido modificado.
Inesperadamente, los inventores han descubierto que el azUcar de nucleétido puede separarse del azucar
modificado correspondiente usando bajas concentraciones de bicarbonato o gradientes lentos que implican entre
aproximadamente 0,01 mM y aproximadamente 30 mM de bicarbonato. Asi, en un ejemplo, el azlicar de nucleétido
se eluye del medio de intercambio aniénico usando un tampon bicarbonato que incluye concentraciones de
bicarbonato entre aproximadamente 0,01 mM y aproximadamente 50 mM, entre aproximadamente 0,01 mM y
aproximadamente 30 mM, entre aproximadamente 0,01 mM y aproximadamente 20 mM o entre aproximadamente
0,01 mM y aproximadamente 10 mM. Otros contaminantes de la mezcla de reaccion (por ejemplo, nucledsidos,
azucares de nucledtido no modificados) normalmente eluyen a concentraciones de bicarbonato superiores a
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aproximadamente 30 0 50 mM.

En otra realizacion a modo de ejemplo, la mezcla de reaccion (disolucién de alimentacion de intercambio aniénico),
gue se carga sobre la columna de intercambio anionico (es decir, se pone en contacto con el medio de intercambio
anionico) tiene una conductividad salina inferior a aproximadamente 10 mS/cm, inferior a aproximadamente 8
mS/cm, inferior a aproximadamente 6 mS/cm, inferior a aproximadamente 5 mS/cm, inferior a aproximadamente 4
mS/cm, inferior a aproximadamente 3 mS/cm o inferior a aproximadamente 2 mS/cm. En un ejemplo, la mezcla de
reaccion, que se carga sobre la columna de intercambio anibénico, tiene una conductividad salina inferior a
aproximadamente 1 mS/cm, inferior a aproximadamente 0,8, 0,6, 0,4 o0 0,2 mS/cm. La conductividad salina de la
mezcla de reaccidn puede ajustarse antes de la cromatografia de intercambio aniénico, por ejemplo, diluyendo la
mezcla de reaccion con agua.

En un ejemplo segun cualquiera de las realizaciones anteriores, la desalacion de la etapa (iii) se lleva a cabo usando
filtracion en membrana, tal como ultrafiltracion. Por ejemplo, la desalacion se lleva a cabo usando filtracién de flujo
tangencial (TFF). Se conocen en la técnica membranas de ultrafiltracion Utiles para la desalacion. Membranas a
modo de ejemplo se describen en el presente documento. En un ejemplo, la membrana de ultrafiltracion tiene un
MWCO que es mas pequefio que el peso molecular del azlicar de nucleétido. Por tanto, el azicar de nucleétido es
retenido por la membrana mientras que los iones salinos pueden pasar a través del filtro de membrana. Por ejemplo,
la membrana de ultrafiltracién usada para la desalacién de una disolucion de azicar de nucleétido tiene un corte de
peso molecular inferior a aproximadamente 100 kDa, inferior a aproximadamente 80 kDa, inferior a
aproximadamente 60 kDa, inferior a aproximadamente 40 kDa o inferior a aproximadamente 20 kDa. En un ejemplo
particular, la membrana de ultrafiltracion tiene un corte de peso molecular que es inferior a aproximadamente 10
kDa. Las membranas de ultrafiltracion usadas para desalar los CMP-SA-PEG con restos de PEG entre
aproximadamente 10 kDa y 60 kDa, normalmente tienen un corte de peso molecular entre aproximadamente 1 kDa y
aproximadamente 5 kDa.

En un ejemplo, la etapa de desalacion anterior (por ejemplo, que implica filtracion en membrana, tal como
ultrafiltracién) produce conductividad salina reducida de la disolucion de azlcar de nucleétido (por ejemplo, la
fraccion de eluato) en comparacion con la conductividad salina antes de la filtracion en membrana. Por ejemplo, la
conductividad salina reducida de la fraccion de eluato después de la filtracibon en membrana es entre
aproximadamente 1uS/cm y aproximadamente 1000 puS/cm. En un ejemplo particular, la conductividad salina de la
fraccion de eluato después de la filtracion en membrana es entre aproximadamente 1 uS/cm y aproximadamente
600 uS/cm, entre aproximadamente 1 uS/cm y aproximadamente 400 uS/cm, entre aproximadamente 1 uS/cm y
aproximadamente 200 uS/cm, entre aproximadamente 10 uS/cm y aproximadamente 100 uS/cm, entre
aproximadamente 10 uS/cm y aproximadamente 80 uS/cm, entre aproximadamente 10 uS/cm y aproximadamente
60 uS/cm, entre aproximadamente 10 pS/cm y aproximadamente 40 pS/cm, entre aproximadamente 10 uS/cm y
aproximadamente 20 pS/cm o entre aproximadamente 1 puS/cm y aproximadamente 10 puS/cm. En un ejemplo
preferido, la conductividad salina durante la filtracion en membrana se reduce a menos de aproximadamente 400
pS/cm, menos de aproximadamente 300 pS/cm, menos de aproximadamente 200 pS/cm, menos de
aproximadamente 100 puS/cm, menos de aproximadamente 80 uS/cm, menos de aproximadamente 60 uS/cm,
menos de aproximadamente 50 uS/cm, menos de aproximadamente 40 uS/cm, menos de aproximadamente 30
uS/cm, menos de aproximadamente 20 uS/cm, menos de aproximadamente 10 uS/cm, menos de aproximadamente
8 uS/cm, menos de aproximadamente 6 uS/cm, menos de aproximadamente 4 uS/cm, menos de aproximadamente
2 uS/cm o menos de aproximadamente 1 pS/cm.

En un ejemplo, se usa ultrafiltracion (por ejemplo, TFF) para reducir el volumen final de la fraccion de eluato o una
disolucién de azucar de nucleotido modificado purificado.

En un ejemplo particular, la presente invencidén proporciona procesos para la produccién de nucleétidos de citidina-
monofosfato-acido sialico (CMP-SA) modificados. AzUcares de nucleétido modificados a modo de ejemplo, que
pueden producirse usando los métodos de la invencion, incluyen CMP-SA-PEG-10 kDa, CMP-SA-PEG-20 kDa y
CMP-SA-glicerol-PEG-40 kDa. Azlcares de nucleétido modificados a modo de ejemplo (CMP-SA-PEG) se muestran
en la Figura 2.

En un ejemplo segun cualquiera de las realizaciones anteriores, el aztcar de nucleétido producido por el método de
la invencién (por ejemplo, CMP-SA-PEG) tiene una pureza de al menos aproximadamente el 50 % (peso/peso), al
menos aproximadamente el 60 % (peso/peso), al menos aproximadamente el 70 % (peso/peso), al menos
aproximadamente el 80 % (peso/peso), al menos aproximadamente el 85 % (peso/peso), al menos
aproximadamente el 90 % (peso/peso) o al menos aproximadamente el 95 % (peso/peso). En un ejemplo particular,
el azucar de nucleoétido producido por un método de la invencién tiene una pureza entre aproximadamente el 50 % y
aproximadamente el 100 % (peso/peso), entre aproximadamente el 60 % y aproximadamente el 100 % (peso/peso),
entre aproximadamente el 80 % y aproximadamente el 100 % (peso/peso) o entre aproximadamente el 90 % y
aproximadamente el 100 % (peso/peso). En otro ejemplo, el azlcar de nucleétido producido por un método de la
invencion tiene una pureza entre aproximadamente el 96 % y aproximadamente el 100 % (peso/peso), entre
aproximadamente el 97 % y aproximadamente el 100 % (peso/peso), entre aproximadamente el 98 % vy
aproximadamente el 100 % (peso/peso) o entre aproximadamente el 99 % y aproximadamente el 100 %
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(peso/peso).

En una realizacion, el proceso de la invencién se utiliza para purificar el azicar de nucleétido de otros componentes
de reaccion. En el caso de CMP-SA-PEG, la mezcla de reaccidon puede contener, por ejemplo, mPEG-OH y p-
nitrofenol (PNP), por ejemplo, formados durante la hidrélisis de mPEG-carbonato de p-nitrofenilo. La mezcla de
reaccion puede incluir adicionalmente CMP, por ejemplo, formado mediante hidrélisis de CMP-SA-glicina y/o CMP-
SA-PEG. La mezcla de reaccién puede incluir adicionalmente SA-PEG, por ejemplo, formado mediante hidrdlisis de
CMP-SA-PEG, ademas de sales (Figura 3).

En una realizacion, el método de la invencién proporciona un producto de CMP-SA-PEG que incluye menos de
aproximadamente el 10 %, menos de aproximadamente el 5 %, menos de aproximadamente el 4 menos de
aproximadamente el 3 %, menos de aproximadamente el 2 % o menos de aproximadamente el 1 % de CMP
(peso/peso) en comparacion con CMP-SA-PEG. En otra realizacion, el método de la invencién proporciona un CMP-
SA-PEG que incluye menos de aproximadamente el 0,9 %, menos de aproximadamente el 0,8 %, menos de
aproximadamente el 0,7 %, menos de aproximadamente el 0,6 %, menos de aproximadamente el 0,5 %, menos de
aproximadamente el 0,4 %, menos de aproximadamente el 0,3 % o menos de aproximadamente el 0,2 % de CMP
(peso/peso) en comparacion con CMP-SA-PEG.

En otra realizacién, el método de la invencién proporciona un producto de CMP-SA-PEG que incluye menos de
aproximadamente el 10 %, menos de aproximadamente el 5 %, menos de aproximadamente el 4 %, menos de
aproximadamente el 3 %, menos de aproximadamente el 2 % o menos de aproximadamente el 1 % de SA-PEG
(peso/peso) en comparacion con CMP-SA-PEG. En otra realizacion, el método de la invencién proporciona un CMP-
SA-PEG que incluye menos de aproximadamente el 0,9 %, menos de aproximadamente el 0,8 %, menos de
aproximadamente el 0,7 %, menos de aproximadamente el 0,6 %, menos de aproximadamente el 0,5 %, menos de
aproximadamente el 0,4 %, menos de aproximadamente el 0,3 % o menos de aproximadamente el 0,2 % de SA-
PEG (peso/peso) en comparacion con CMP-SA-PEG.

En otra realizacién, el método de la invencién proporciona un producto de CMP-SA-PEG que incluye menos de
aproximadamente el 10 %, menos de aproximadamente el 5 %, menos de aproximadamente el 4 %, menos de
aproximadamente el 3 %, menos de aproximadamente el 2 % o menos de aproximadamente el 1 % de mPEG-OH
(peso/peso) en comparacion con CMP-SA-PEG. En otra realizacion, el método de la invencién proporciona un CMP-
SA-PEG que incluye menos de aproximadamente el 0,9 %, menos de aproximadamente el 0,8 %, menos de
aproximadamente el 0,7 %, menos de aproximadamente el 0,6 %, menos de aproximadamente el 0,5 %, menos de
aproximadamente el 0,4 %, menos de aproximadamente el 0,3 % o menos de aproximadamente el 0,2 % de mMPEG-
OH (peso/peso) en comparacion con CMP-SA-PEG.

En otra realizacién, el método de la invenciéon proporciona un producto de CMP-SA-PEG que incluye menos de
aproximadamente el 10 %, menos de aproximadamente el 5 %, menos de aproximadamente el 4 %, menos de
aproximadamente el 3 %, menos de aproximadamente el 2 % o menos de aproximadamente el 1 % de p-nitrofenol
(peso/peso) en comparacion con CMP-SA-PEG. En otra realizacion, el método de la invencién proporciona un CMP-
SA-PEG que incluye menos de aproximadamente el 0,9 %, menos de aproximadamente el 0,8 %, menos de
aproximadamente el 0,7 %, menos de aproximadamente el 0,6 %, menos de aproximadamente el 0,5 %, menos de
aproximadamente el 0,4 %, menos de aproximadamente el 0,3 % o menos de aproximadamente el 0,2 % de p-
nitrofenol (peso/peso) en comparacion con CMP-SA-PEG.

En otra realizacién, el método de la invenciéon proporciona un producto de CMP-SA-PEG que incluye menos de
aproximadamente el 10 %, menos de aproximadamente el 5 %, menos de aproximadamente el 4 %, menos de
aproximadamente el 3 %, menos de aproximadamente el 2 % o menos de aproximadamente el 1 % de p-nitrofenol
(peso/peso) en comparacion con CMP-SA-PEG. En otra realizacion, el método de la invencién proporciona un CMP-
SA-PEG que incluye menos de aproximadamente el 0,9 %, menos de aproximadamente el 0,8 %, menos de
aproximadamente el 0,7 %, menos de aproximadamente el 0,6 %, menos de aproximadamente el 0,5 %, menos de
aproximadamente el 0,4 %, menos de aproximadamente el 0,3 % o menos de aproximadamente el 0,2 % de p-
nitrofenol (peso/peso) en comparacion con CMP-SA-PEG.

En otro ejemplo segun cualquiera de las realizaciones anteriores, el azlicar de nucleétido producido por el método
de la invencion se obtiene con un rendimiento global de al menos aproximadamente el 30 %, al menos
aproximadamente el 40 %, al menos aproximadamente el 50 %, al menos aproximadamente el 60 %, al menos
aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 90 % o al menos
aproximadamente el 95 %. En un ejemplo particular, el azicar de nucleétido producido por el método de la invencién
se obtiene con un rendimiento global entre aproximadamente el 50 % y aproximadamente el 100 %, entre
aproximadamente el 60 % y aproximadamente el 95 %, entre aproximadamente el 80 % y aproximadamente el 95 %
o entre aproximadamente el 90 % y aproximadamente el 95 %. En otro ejemplo, el azlcar de nucleétido producido
por el método de la invencién se obtiene con un rendimiento global entre aproximadamente el 40 % y
aproximadamente el 90 %, entre aproximadamente el 50 % y aproximadamente el 90 %, entre aproximadamente el
60 % y aproximadamente el 90 %, entre aproximadamente el 70 % y aproximadamente el 90 %, entre
aproximadamente el 80 % y aproximadamente el 90 %, entre aproximadamente el 85 % y aproximadamente el 90 %
(peso/peso) o entre aproximadamente el 85 % y aproximadamente el 95 %.
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En una realizacion a modo de ejemplo, el azicar de nucleétido modificado purificado por un método de la invencion
incluye un azlcar, azlGcar activado o azlcar de nucledtido que esta conjugado con uno o mas polimeros, por
ejemplo, un polimero ramificado. Polimeros a modo de ejemplo incluyen tanto especies solubles en agua como
insolubles en agua.

Se sustituyeron azlcares de nucledtido modificados a modo de ejemplo con el grupo modificador polimérico en
cualquier posicion dentro del resto de azucar del azicar de nucleétido. En una realizacién a modo de ejemplo, el
azuUcar esta sustituido con un grupo conector o modificador polimérico unido mediante un conector en uno o mas de
C-1, C-2, C-3, C-4 0 C-5. En otra realizacion, la invencién proporciona una piranosa que esta sustituida con un grupo
conector o modificador unido al azicar mediante un conector en uno o mas de C-1, C-2, C-3, C-4, C-5 o C-6.
Preferentemente, el grupo conector y/o modificador esta unido directamente a un oxigeno, nitrégeno o azufre lateral
del carbono del aztcar.

En una realizacion presentemente preferida, el grupo conector o modificador polimérico esta unido a una posicion
que esta seleccionada de forma que el conjugado resultante funciones como un sustrato para una enzima usada
para enlazar el resto de azicar modificado a otras especies, por ejemplo, péptido, glucopéptido, lipido, glicolipido,
etc. Enzimas a modo de ejemplo se conocen en la técnica e incluyen glucosiltransferasas (sialiltransferasas,
glucosiltransferasas, galactosiltransferasas, N-acetilglucosiltransferasas, N-acetilgalactosiltransferasas,
manosiltransferasas, fucosiltransferasas, etc.). Conjugados de nucledtido de azlcar y de azlcar activado a modo de
ejemplo de la invencion también incluyen sustratos para glucosidasas mutantes y glucoceramidasas mutantes que
se modifican para tener actividad sintética, en vez de hidrolitica.

En una realizacion a modo de ejemplo, el azlcar de nucleétido purificado por un método de la invencién tiene una
férmula seleccionada de:

(R%)q o
{R" )
0. R o R?
RG
R2 . R6
VY
5 3
R R R R3

II

En las férmulas 1 y Il, R es H, CH20R?, COOR” 0 ORY, en las que R’ representa H, alquilo sustituido o sin sustituir o
heteroalquilo sustituido o sin sustituir. R2 es H, OH, NH o un resto que incluye un nucleétido. Un especie R? a modo
de ejemplo segun esta realizacion tiene la férmula:

I
g—x1 P—OG—R?®

en la que X! representa O o NH y R® es un nucleésido.

Los simbolos R3, R* R5 R® y RS representan independientemente H, alquilo sustituido o sin sustituir, OR®,
NHC(O)R?. El indice d es 0 0 1. R® y R° estan seleccionados independientemente de H, alquilo sustituido o sin
sustituir, heteroalquilo sustituido o sin sustituir o acido sialico. Al menos uno de R3, R4, R® R®y R® incluye el grupo
conector o modificador del conector, por ejemplo, PEG. En una realizacion a modo de ejemplo, R® y R, junto con el
carbono al que estan unidos, son componentes de la cadena lateral de acido sialico. En todavia otra realizaciéon a
modo de ejemplo, esta cadena lateral se modifica con el grupo conector o modificador del conector en uno o mas de
C-6,C-7 0 C-9.

En una realizacion a modo de ejemplo, el brazo del conector tiene la siguiente estructura cuando w es 0 y cuando w
es mayor que 0, un grupo modificador esta unido al nicleo de aziicar mediante el conector:

(R )W—L—g
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en la que R es el resto polimérico y L esta seleccionado de un enlace y un grupo de enlace y w es un nimero
entero de 1-6, preferentemente 1-3 y mas preferentemente, 1-2.

Si L es un enlace se forma entre un grupo funcional reactivo sobre un precursor de R y un grupo funcional reactivo
de reactividad complementaria sobre un precursor de L. Como se expone en el presente documento, la seleccion y
preparacion de precursores con grupos funcionales reactivos apropiados esta dentro de la capacidad de aquellos
expertos en la materia. Ademas, la combinacién de los precursores prosigue por quimicas que son muy entendidas
en la materia.

En una realizacién a modo de ejemplo, L es un grupo de enlace que se forma a partir de un aminoacido, un mimético
de aminoécido o péptido pequefio (por ejemplo, 1-4 residuos de aminoacidos) proporcionando un aztcar modificado.
En otra realizacion, el grupo modificador estd unido mediante el conector, por ejemplo, un resto modificador
polimérico esta unido mediante un conector de alquilo sustituido. El conector se forma mediante reaccién de un resto
de amina y acido carboxilico (o un derivado reactivo, por ejemplo, éster activo, haluro de acido, etc.) del aminoéacido
con grupos de reactividad complementaria sobre los precursores para L y R, Los elementos del conjugado pueden
conjugarse en esencialmente cualquier orden conveniente. Por ejemplo, el precursor para L puede estar en su sitio
sobre el nicleo de sacéarido antes de conjugarse los precursores de R y L. Alternativamente, puede prepararse un
casete de RY-L, que lleva una funcionalidad reactiva sobre L y posteriormente enlazarse al sacarido mediante un
grupo funcional reactivo de reactividad complementaria sobre esta especie.

En una realizacién a modo de ejemplo, el conector y/o resto modificador es R® y/o R®. En otra realizacién a modo de
ejemplo, R® y/o R incluyen tanto el resto modificador polimérico como un conector, L, uniéndose el resto polimérico
con el resto de la molécula. En otra realizacion a modo de ejemplo, el resto modificador es R3. En otra realizacion a
modo de ejemplo, R? incluye tanto el grupo modificador como un conector, L, uniéndose el grupo modificador con el
resto de la molécula. En otra realizacion mas a modo de ejemplo en la que el azlcar es un &cido sialico, el grupo
conector y/o modificador esta en R® o unido en una posicion de la cadena lateral del &cido sidlico, por ejemplo, C-9.

En una realizacién a modo de ejemplo, la presente invencién proporciona un método de purificacién de un azicar o
conjugado de azucar activado o conjugado de azlcar de nucleétido que se forma entre un polimero lineal, tal como
un polimero soluble en agua o insoluble en agua. En estos conjugados, el polimero esta unido a un aztcar, azlcar
activado o nucleétido de azucar. Como se ha tratado en el presente documento, el polimero esta enlazado al resto
de azdcar, tanto directamente como mediante un conector.

Un compuesto a modo de ejemplo segun esta realizacion tiene una estructura segun las formulas (1) o (), en la que
al menos uno de R, R?, R4, R® 0 RS tiene la férmula:

E—HN—L—R”

R esta presente o ausente. En esta realizacion, un conector a modo de ejemplo se deriva de un aminoacido natural
0 no natural, analogo de aminoacido o mimético de aminoacido, o un péptido pequefio formado de uno o mas de
tales especies. Por ejemplo, ciertos polimeros ramificados encontrados en los compuestos purificados por métodos
de la invencion tienen la formula:

0]

X2 es un resto de enlace que se forma mediante la reaccién de un grupo funcional reactivo en un precursor del resto
modificador polimérico ramificado y el resto de azlicar, o un precursor con un conector. Por ejemplo, si X es un
acido carboxilico, puede activarse y unirse directamente a un grupo amina lateral de un amino-sacarido (por
ejemplo, GalNHz, GIcNH2, ManNHz, etc.), formando un X2 que es una amida. Grupos funcionales reactivos y
precursores activados a modo de ejemplo adicionales se describen en el presente documento mas adelante. El
indice ¢ representa un namero entero de 1 a 10. Los otros simbolos tienen la misma identidad que aquellos tratados
anteriormente.

En otra realizacion a modo de ejemplo, X2 es un resto de enlace formado con otro conector:
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E Xﬂ L1 Xb 5
en la que X? es un resto de enlace y esta seleccionado independientemente de aquellos grupos expuestos para X2, y

L! es un enlace, alquilo sustituido o sin sustituir o heteroalquilo sustituido o sin sustituir.

Especies a modo de ejemplo para X2 y X incluyen S, SC(O)NH, HNC(O)S, SC(0)O, O, NH, NHC(O), (O)CNH y
NHC(O)O y OC(O)NH.

Otro ejemplo segln esta realizacion tiene la formula:

g—NHC(O)(CHg)S—NHC(O)—W1
en la que s es un nimero entero de 0 a 20 y C(O)R!! esta presente o ausente y, cuando estd presente, R! es un
grupo modificador.

Cuando el grupo modificador es un resto de PEG, los restos de PEG pueden tener cualquier peso molecular, por
ejemplo, 2 kDa, 5 kDa, 10 kDa, 20 kDa, 30 kDa y 40 kDa son de uso en la presente invencion.

Nucleésidos a modo de ejemplo incluyen AMP, UMP, GMP, CMP, TMP, ADP, UDP, GDP, CDP, TDP, ATP, UTP,
GTP, CTP, TTP, cAMP y cGMP.

En una realizacion preferida, el azdcar purificado por el método de la invencion incluye un acido sialico modificado
con un grupo conector. Sitios preferidos para tal modificacion son R®, R® o R®. Asi, en una realizacion preferida, al
menos uno de R y R? incluye un conector. Un conector a modo de ejemplo es un conector de glucilo.

En otra realizacion preferida, el azdcar de nucleétido purificado por los métodos expuestos en el presente
documento tiene la férmula:

OH
OH OH
O
OHO R2 I OH
~°
O
o o) O
(R™,—L—NH R® N‘{
N
R! \ ¢

NHz

en la que los radicales son como se han tratado anteriormente y R es un grupo modificador que esta presente o
ausente.

En una realizacion, el acido sialico modificado (derivado de azlcar de nucle6tido) tiene la siguiente estructura:

En otra realizacion mas, un grupo modificador esta unido al acido sidlico mediante el conector. Una especie a modo
de ejemplo segin esta descripcion incluye un grupo modificador unido mediante el grupo amino primario del
conector. Un grupo modificador a modo de ejemplo es un polimero soluble en agua, tal como poli(etilenglicol) y
poli(propilenglicol).

En otra realizacion, el azdcar de nucleétido producido por un método de la invencidn tiene la férmula:
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HO
OH

OH
s—o

0
R? NH o Q
s WNHJLO/\'{ o
R & s f

en la que

ffi 0
NH JL 0 Q
\g’(")‘sNH o/\’( \/\)f\o/

es un grupo modificador del conector. El indice s es un nimero entero seleccionado de 1 a 20. El indice f es un
numero entero seleccionado de 1 a 2500. Q es un miembro seleccionado de H y alquilo Ci-Cs sustituido o sin
sustituir.

Restos de PEG a modo de ejemplo incluidos como grupos modificadores en los azucares de nucleétido modificados
de la invencién incluyen, pero no se limitan a:

(OCH,CH,), A"
CASA*
(CASAS),
A%(CH,CH,0),, A7
R16—x2 (CABAY),

X5—C:: /La\é Cl)AmA” L‘-Lﬂ

R1 7 x4 y La/

en las que L2 es un conector seleccionado de un enlace, alquilo sustituido o sin sustituir y heteroalquilo sustituido o
sin sustituir. Los simbolos X®, R y R17 representan independientemente restos poliméricos y grupos no reactivos.
X2 y X* representan fragmentos de enlace independientemente seleccionados que unen los restos poliméricos R6 y
R'” a C. Los indices m y n son nimeros enteros independientemente seleccionados de 0 a 5000.

Los simbolos Al, A2, A3 A% AS A8 A7 A8 A9 Ay Al representan independientemente H, alquilo sustituido o sin
sustituir, heteroalquilo sustituido o sin sustituir, cicloalquilo sustituido o sin sustituir, heterocicloalquilo sustituido o sin
sustituir, arilo sustituido o sin sustituir, heteroarilo sustituido o sin sustituir, -NA?AR, -OA o - SIA?A3. A2 y Al3 son
miembros independientemente seleccionados de alquilo sustituido o sin sustituir, heteroalquilo sustituido o sin
sustituir, cicloalquilo sustituido o sin sustituir, heterocicloalquilo sustituido o sin sustituir, arilo sustituido o sin sustituir
y heteroarilo sustituido o sin sustituir.

Fragmentos de enlace a modo de ejemplo para X? y X* incluyen CH2, S, SC(O)NH, HNC(O)S, SC(0)0O, O, NH,
NHC(O), (O)CNH y NHC(O)O y OC(O)NH, CH2S, CH20 , CH2CH20, CH2CH:S, (CH2)a0, (CH2)aS 0 (CH2)aY'-PEG 0
(CH2)aY'-PEG en las que Y'es S 0 Oy a es un nimero entero de 1 a 50.

En una realizacion a modo de ejemplo, el grupo modificador polimérico tiene una estructura segun las siguientes
formulas:
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(OCH,CH3) A
| (OCH5CHo), A’
|
THe CH,
2
ATCHCH, O ——H AZ(CHoCHZ0)—t—H
@) 0 0
\( 0 0
HN\)kN/bLL’ HN\_)'I\ /j}"
N
H y H _

En otra realizacion a modo de ejemplo segun la férmula anterior, el grupo modificador polimérico tiene una
estructura segun la siguiente formula:

H (OCH,CH,),A’
A?(CH,C H20n)1 H
W v
H

En una realizacion a modo de ejemplo, Al y A% son cada uno miembros seleccionados de -OH y -OCHs.

10 Grupos modificadores poliméricos del conector a modo de ejemplo seguln esta realizacion incluyen:

oo H
(OCH,CH,),0CH,
CH3O(CH,CH30), H
H 0
H

O CH3;O(CHCH-,0),,

HN

O

HN\SSS
y

Realizaciones especificas adicionales de polimeros lineales y ramificados, por ejemplo, PEG, de uso en la invencion
15 incluyen:

o S
Me” ‘(/\of\/
€ OH
HgN
o] ;
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o) o
Me” ‘(/\o)'\/
€ OH
HoN

(o)} 0.
Me” \(/\o)’\/
e
OH
HN
Me 0 ,g )

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

Me\

y
10
& \{/\ )’\/ %/
Me\ @V
pueden usarse para formar las especies poliméricas lineales y ramificadas, conjugados de brazo conector de estas
especies y conjugados entre estos compuestos y azlcares y azlcares de nucledtido.
15

Otros grupos activantes, o salientes, a modo de ejemplo apropiados para activar PEG lineales de uso en la
preparacion de los compuestos expuestos en el presente documento incluyen, pero no se limitan a, las especies:

{ | - —o)l\o
)]\o _3 | M _é
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Esta perfectamente dentro de las capacidades de aquellos expertos en la materia seleccionar un grupo activante
apropiado para un resto seleccionado sobre el precursor para el resto modificador polimérico.

Moléculas de PEG que se activan con estas y otras especies y métodos de preparacion de los PEG activados PEG
5 se exponen en el documento WO 04/083259.

En realizaciones a modo de ejemplo, el polimero ramificado es un PEG basado en un nucleo de cisteina, serina,
lisina, di- o tri-lisina. Asi, PEG ramificados a modo de ejemplo adicionales incluyen:

0
NHC{O)OCHCHAOCH,CHZ).OCH,
HO
NH, '
HN
HC(OYCH,CH [OCH,CH; ) OCH,
0
10
o]
NHC(O)CHZCHo{OCH;CH,),OCH;,
HO
NH;
HN
HC(OYCH,CHa(OCH;CH,). OCH,,
0
Q 0
HO S {CHCH0).CH; : HO §—— (CH,CH.O).CH;
NHC{O)CH,CHu(OCH,CHy ¥OCH,y NHC({OYOCH,CHs{OCH,CH, 3OCH,
0 0
HO O—(CH,CH30).CH; : HOY 0——(CH,CH;0),CH;
NHC(O)CH,CH,(OCH, CH, jOCH, NHC(O)OCH,CH,(OCH ,CH, XOCH;
e e}
HO O——(CH;CH;O).CH5 HO S——(CHyCH,0).CH;4
NHC(O)CH; CHzO0CH, ] NHC{OYOCH; - y
O
HO S——(CH,CH,0),CH;
NHC(O)CH,
En otra realizacion mas, 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. Especies a modo de ejemplo segun esta realizacién tienen las férmulas:
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o
NHC{O)OCH,CH{OTH,CHZ),0CH;
HOY
! 0
NHG(0)OGH,CH,(OCH,CHo}OCH;
NH >
HN NH, 9
HC(OYOCH LCH{OCH,CH, ) OCH,
.
y
o
NHC(O)CH,CHA{OCH,CH,1,0CH,
HO
4 Q
)W/NHC(O)CHZCHZ(OCHZCHZ)fOCHJ
NH

NH,

HN

HC(O)CH,CH,(OCH ,CH,);OCH4

en las que e, f y f' estan seleccionados independientemente de numero enteros de 1 a 2500; y g, ' y " estan
seleccionados independientemente de nimero enteros de 1 a 20.

En realizaciones a modo de ejemplo de la invencién, el PEG es m-PEG (5 kD, 10 kD o 20 kD). Una especie de PEG
ramificada a modo de ejemplo es una serina- o cisteina-(m-PEG)2 en la que el m-PEG es un m-PEG de 20 kD.

Como seré evidente para aquellos expertos, los polimeros ramificados de uso en la invencion 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 a-amina mostrada como sin modificar en la estructura
anterior. Similarmente, el uso de una tri-lisina funcionalizada con tres o cuatro subunidades poliméricas esta dentro
del alcance de la invencion.

Aquellos expertos en la materia apreciaran que uno o mas de los brazos de m-PEG del polimero ramificado pueden
sustituirse con un resto de PEG con un extremo diferente, por ejemplo, OH, COOH, NH, alquilo C2-Cio, etc.
Ademas, las estructuras anteriores se modifican facilmente insertando conectores de alquilo (o eliminando atomos
de carbono) entre el atomo de carbono a y el grupo funcional de la cadena lateral. Asi, derivados “homo” y
homologos superiores, ademas de homoélogos inferiores, estan dentro del alcance de los nuacleos para PEG
ramificados de uso en la presente invencion.

En una realizacion a modo de ejemplo, L2 esta unido a un resto de amina libre del brazo conector, por ejemplo,
conector de glucilo, mediante un enlace amina, amida o uretano.

En otra realizacién a modo de ejemplo, el PEG es un PEG lineal. Similar a las especies de PEG ramificado, el PEG
lineal puede unirse a un resto de amina del brazo de conector mediante un enlace de amina, amida o uretano.

En una realizacion presentemente preferida, los sacaridos descritos anteriormente se convierten en sus analogos de
nucleésido, derivados que incluyen un brazo de conector, analogos en los que un grupo modificador esta unido a un
residuo de azucar del sacarido directamente o a través de un conector y aductos de nucleétidos de cada uno de
estos motivos.

Formacioén del azlcar de nucleétido modificado

En otro ejemplo segun cualquiera de las realizaciones anteriores, el método incluye adicionalmente: (vi) formar el
azUcar de nucleétido modificado. En un ejemplo, el azicar de nucleétido modificado se forma poniendo en contacto
un derivado de azucar de nucleétido que incluye un grupo funcional reactivo (por ejemplo, un grupo amino primario)
con un reactivo polimérico activado, por ejemplo, un reactivo de poli(6xido de alquileno) activado. El reactivo
polimérico puede activarse incorporando un resto de éster activado (por ejemplo, éster de NHS), un grupo cloruro de
acido o un resto de carbonato activado (por ejemplo, carbonato de p-nitrofenilo). Reactivos poliméricos activados a
modo de ejemplo incluyen un resto de p-nitrofenilo. Un experto en la materia apreciara que puede usarse cualquier
reaccion de acoplamiento adecuada para conjugar dos componentes de reaccién para enlazar covalentemente el
azUcar de nucledtido a un grupo modificador. El término “derivado de azUcar de nucleétido” es cualquier azicar de
nucleétido que incorpore un grupo funcional reactivo Util para formar un enlace covalente con otro grupo funcional
reactivo sobre el grupo modificador polimérico. Grupos funcionales reactivos a modo de ejemplo incluyen grupos
nucledfilos, tales como grupos amino, grupos hidroxilo y grupos sulfhidrilo. Grupos funcionales reactivos electréfilos
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a modo de ejemplo incluyen ésteres activados, carbonatos de p-nitrofenilo, cloruros de acido y similares.

En un ejemplo, el azicar de nucleétido modificado se forma poniendo en contacto un derivado de azlcar de
nucleétido que incluye un grupo amino primario con un resto de poli(6xido de alquileno) activado en condiciones
suficientes para formar un enlace covalente entre el grupo amino del derivado de azlicar de nucleétido y el resto de
poli(6xido de alquileno). En un ejemplo, el derivado de azlcar de nucleétido es un azucar de nucleétido enlazado
covalentemente a un resto de glicina. En otro ejemplo, el derivado de azlcar de nucleétido esta seleccionado de
CMP-SA-glicina, AMP-SA-glicina, UMP-SA-glicina, GMP-SA-glicina, CMP-SA-glicina, TMP-SA-glicina, ADP-SA-
glicina, UDP-SA-glicina, GDP-SA-glicina, CDP-SA-glicina, TDP-SA-glicina, ATP-SA-glicina, UTP-SA-glicina, GTP-
SA-glicina, CTP-SA-glicina, TTP-SA-glicina, CAMP-SA-glicina y cGMP-SA-glicina, en los que el resto de acido sialico
(SA) se sustituye opcionalmente con otro resto de azucar (por ejemplo, Glc, GlcNAc, Gal, GalNAc, fucosa, manosa,
xilosa) y/o el resto de glicina se sustituye opcionalmente con otro resto de conector que proporciona un grupo
funcional reactivo.

En un ejemplo, el derivado de azlcar de nucleétido usado en los métodos de la invencién se sintetiza
enzimaticamente a partir de un nucleétido y un azucar en presencia de una enzima, tal como una glucosiltransferasa
(por ejemplo, sialiltransferasa). Métodos a modo de ejemplo para la sintesis y purificacién de derivados de azUcar de
nucleétido, ademas de enzimas a modo de ejemplo, se desvelan en el documento W0O2007/056191, presentado el 3
de noviembre de 3, cuya divulgacion se incorpora en el presente documento en su totalidad.

En un ejemplo segun cualquiera de las realizaciones anteriores, el derivado de azucar de nucleétido, que incluye un
grupo amino primario y el resto polimérico activado, que incluye un resto de carbonato de p-nitrofenilo (por ejemplo,
poli(etilenglicol)-carbonato de p-nitrofenilo) se ponen en contacto en presencia de un disolvente acuoso que tiene un
pH entre aproximadamente 8,0 y 9,0, entre 8,0 y aproximadamente 8,9 o entre aproximadamente 8,0 y
aproximadamente 8,8.

Inesperadamente, los inventores han descubierto que un intervalo de pH entre aproximadamente 8,0 y
aproximadamente 8,8 en un sistema de disolvente acuoso es critico durante la reaccion de acoplamiento entre un
grupo modificador polimérico activado que incluye un resto de carbonato de p-nitrofenilo (pNP), tal como PEG-
carbonatos de p-nitrofenilo (por ejemplo, mPEG-p-nitrofenilo), y el derivado de azlcar de nucle6tido (por ejemplo,
CMP-SA-glicina). El intervalo de pH optimizado (superior a pH 7,0) reduce en gran medida la formacién de productos
secundarios debido a la hidrdlisis de los componentes de reaccion y productos y asi aumenta significativamente los
rendimientos y las purezas para los productos finales. Por ejemplo, por debajo de pH 7,0, CMP-SA-glicina y CMP-
SA-PEG se descompusieron debido a la hidrdlisis para formar CMP, acido sialico-glicina y acido sialico-PEG.
Productos de descomposicién a modo de ejemplo se muestran en la Figura 3. Un pH inicial entre aproximadamente
8,0 y aproximadamente 8,8 (por ejemplo, aproximadamente 8,6 a aproximadamente 8,7) de la mezcla de reaccién
fue critico en lograr los mayores rendimientos de conversion. El intervalo de pH éptimo a lo largo del proceso estuvo
entre aproximadamente 8,0 y aproximadamente 8,8. Cuando el pH disminuyd por debajo de 8,0, la reaccion se
ralentizo espectacularmente, produciendo malos rendimientos de conversion.

Por ejemplo, pueden prepararse CMP-SA-PEG (por ejemplo, CMP-SA-PEG-10 kDa, CMP-SA-PEG-20 kDa y CMP-
SA-glicerol-PEG-40 kDa) haciendo reaccionar CMP-SA-glicina (GSC) con un reactivo de PEG que incorpora un
resto de carbonato de p-nitrofenilo (por ejemplo, reactivos de PEG lineal o ramificado de 10 kDa, 20 kDa, 40 kDa, 60
kDa, 80 kDa, 100 kDa de peso molecular). Una ruta de sintesis a modo de ejemplo segun esta realizacion se explica
brevemente en la Figura 2. La presente invencion proporciona métodos mejorados, en los que los CMP-SA-PEG se
obtienen en mayor pureza y con mejores rendimientos globales que durante los procesos conocidos.

Cromatografia de intercambio aniénico

En una realizacion a modo de ejemplo, una muestra que contiene el azlicar de nucleétido de interés se carga sobre
un intercambiador aniénico en un tampon de carga que comprende una concentracion de sales por debajo de la
concentracion a la que el azlcar de nucle6tido eluiria de la columna. En un ejemplo, el pH del tampon se selecciona
de manera que el azlicar de nucleétido sea retenido sobre el medio de intercambio aniénico. El cambiar el pH del
tampon altera la carga del azlcar de nucleétido y el reducir el valor de pH acorta el tiempo de retenciéon con
intercambiadores anionicos. Alternativamente, las condiciones de intercambio aniénico estan seleccionadas para
unirse preferencialmente a impurezas, mientras que el péptido purificado se encuentra en el flujo a través.

La columna puede lavarse con varios volimenes de columna (VC) de tampdn para eliminar sustancias sin unir y/o
aquellas sustancias que se unen débilmente a la resina. Entonces se eluyeron fracciones de la columna usando, por
ejemplo, un gradiente de bicarbonato segun métodos convencionales. La sal en la disolucion compite con el azUcar
de nucledtido en la unién a la columna y se libera el azdcar de nucleétido. Componentes con interacciones iénicas
débiles eluyen a una menor concentracién de sales que los componentes con una interaccién iénica fuerte. Se
recogen fracciones de muestra de la columna. Las fracciones que contienen altos niveles del azicar de nucledtido
deseado y bajos niveles de impurezas se relinen o procesan por separado.
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Los medios de intercambio aniénico son conocidos para aquellos expertos en la materia. Medios de intercambio
aniénicos a modo de ejemplo se describen, por ejemplo, en Protein Purification Methods, A Practical Approach, Ed.
Harris ELV, Angal S, IRL Press Oxford, England (1989); Protein Purification, Ed. Janson JC, Ryden L, VCH-Verlag,
Weinheim, Germany (1989); Process Scale Bioseparations for the Biopharmaceutical Industry, Ed. Shukla AA, Etzel
MR, Gadam S, CRC Press Taylor & Francis Group (2007), paginas 188-196; Protein Purification Handbook, GE
Healthcare 2007 (18-1132-29) y Protein Purification, Principles, High Resolution Methods and Applications (2nd
Edition 1998), Ed. Janson J-C and Ryden L. Un intercambiador aniénico a modo de ejemplo de la invencién se
selecciona de resinas de amonio cuaternario y resinas de DEAE. En una realizacion, el intercambiador aniénico es
una resina de amonio cuaternario (por ejemplo, membrana de intercambio i6nico Mustang Q, Pall Corporation).
Otras resinas Utiles incluyen resinas QXL, Capto y Big Beads. En un ejemplo, el intercambiador aniénico es
Sartobind Q.

Medios de intercambio aniénico a modo de ejemplo y fabricantes a modo de ejemplo se resumen a continuacion:
GE Healthcare:

Q-Sepharose FF
Q-Sepharose BB
Q-Sepharose XL
Q-Sepharose HP
Mini Q

Mono Q

Mono P

DEAE Sepharose FF
Source 15Q

Source 30Q

Capto Q

ANX Sepharose 4 FF (high sub)
Streamline DEAE
Streamline QXL

Applied Biosystems:

Poros HQ 10 y 20um Self Pack
Medios a granel Poros HQ 20 y 50um
Poros P1 20 y 50um

Poros D 50um

Tosohaas:

Toyopearl DEAE 650S, My C
Super Q 650
QAE 550C

Pall Corporation:

DEAE Hyper D
Q Ceramic Hyper D
Absorbente de membrana Mustang Q

Merck KGgA:

Fractogel DMAE
FractoPrep DEAE
Fractoprep TMAE
Fractogel EMD DEAE
Fractogel EMD TMAE

Sartorius: Absorbente de membrana Sartobind Q
Los intercambiadores anidénicos usados en los métodos de la invencién son opcionalmente adsorbentes de

membrana en vez de resinas o soportes cromatograficos. El adsorbente de membrana es opcionalmente
desechable.
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Desalacion

En una realizacion, la mezcla que contiene el azlcar de nucleétido de interés se desala posterior a la cromatografia
de intercambio anionico.

La desalacién de disoluciones de azlcar de nuclettido se logra usando filtros de membrana en los que el filtro de
membrana tiene un MWCO mas pequefio que el azUcar de nucleétido de interés. El azGcar de nucledtido se
encuentra en el retenido y se reconstituye en un tampon de eleccion (por ejemplo, agua). EI MWCO de la membrana
usada para desalar el azlicar de nucleétido debe ser relativamente pequefio con el fin de evitar la fuga del azicar de
nucleétido a través de los poros de la membrana. Por ejemplo, el MWCO de la membrana de ultrafiltracion esta
entre aproximadamente 1 kDa y 10 kDa (por ejemplo, un tamafio de poro de aproximadamente 5 kDa).

En una realizacion, la desalacion del azdcar de nucleétido se lleva a cabo usando cromatografia de exclusion por
tamafio (por ejemplo, filtracién en gel). La técnica separa moléculas basandose en el tamafio. Normalmente, los
componentes de alto peso molecular pueden desplazarse a través de la columna mas facilmente que las moléculas
mas pequefias, ya que su tamafio previene que entren en los poros de las perlas Por consiguiente, los componentes
de bajo peso molecular necesitan mas tiempo para pasar a través de la columna. Asi, materiales de bajo peso
molecular, tales como sales no deseadas, puede separarse del azicar de nucleétido de interés.

En una realizacion a modo de ejemplo, el material de columna esta seleccionado de geles de dextrano, agarosa y
poliacrilamida, en el que los geles se caracterizan por diferentes tamafios de particula. En otra realizacion a modo de
ejemplo, el material esta seleccionado de materiales de exclusién por tamafio compatibles con el agua rigidos. Una
resina de filtracion en gel a modo de ejemplo de la invencion es la resina Sepharose G-25 (GE Healthcare).

En una realizacion a modo de ejemplo, la desalacién se realiza posterior a la cromatografia de intercambio aniénico
(por ejemplo, después de la cromatografia en Q-Sepharose).

Para purificar azicares de nuclettido segin los métodos de la invencion, se selecciona una membrana que es
apropiada para separar el hidrato de carbono deseado de los componentes no deseados (contaminantes) de la
disolucién de la que va a purificarse el hidrato de carbono. El objetivo en la seleccion de una membrana es optimizar
para una aplicacion particular el corte de peso molecular (MWCO), la composicién de membrana, la permeabilidad y
las caracteristicas de rechazo, es decir, la capacidad total de la membrana para retener moléculas especificas
mientras que se permite que otras especies, por ejemplo, sales y otras moléculas generalmente mas pequefias o de
carga opuesta, pasen a través. El porcentaje de retencion de un componente i (Ri) viene dado por la formula Ri=(1-
Cip/Cir) x 100 %, en la que Cip es la concentracién del componente i en el permeado y Cir es la concentracion del
componente i en el retenido, ambas expresadas en porcentaje en peso. El porcentaje de retencion de un
componente también se llama la caracteristica de retencion o el coeficiente de rechazo de la membrana.

En una realizacién a modo de ejemplo, se elige una membrana que tiene una alta relacién de rechazo para el azicar
de nucledtido de interés con respecto a la relaciéon de rechazo para compuestos de los que se desea la separacion.
Si una membrana tiene una alta relacion de rechazo para un primer compuesto con respecto a un segundo
compuesto, la concentracion del primer compuesto en la disolucion de permeado que pasa a través de la membrana
disminuye con respecto a la del segundo compuesto. En cambio, la concentracidon del primer compuesto aumenta
con respecto a la concentracién del segundo compuesto en el retenido. Si una membrana no rechaza un compuesto,
la concentracion del compuesto en tanto las porciones de permeado como de rechazo seguira siendo esencialmente
la misma que en la disolucién de alimentacion. También es posible que una membrana tenga una tasa de rechazo
negativa para un compuesto si la concentracion del compuesto en el permeado se vuelve superior a la
concentracion del compuesto en la disolucion de alimentacion. Una revision general de la tecnologia de membranas
se encuentra en “Membranes and Membrane Separation Processes”, en Ullmann's Encyclopedia of Industrial
Chemistry (VCH, 1990); véase también Noble and Stern, Membrane Separations Technology: Principles and
Applications (Elsevier, 1995).

Como punto de partida, generalmente se elegird una membrana que tiene un corte de peso molecular (MWCO, que
esta frecuentemente relacionado con el tamafio de poro de la membrana) que se espera que retenga los
compuestos deseados mientras que permite que un compuesto no deseado presente en la corriente de alimentacién
pase a través de la membrana. El MWCO deseado es generalmente inferior al peso molecular del compuesto que se
purifica y normalmente es mayor que el peso molecular del contaminante no deseado que va a eliminarse de la
disolucién que contiene el compuesto que se purifica. Por ejemplo, para purificar un compuesto que tiene un peso
molecular de 200 Da, se elegiria una membrana que tiene un MWCO de menos de aproximadamente 200 Da. Una
membrana con un MWCO de 100 Da, por ejemplo, también seria un candidato adecuado. Las membranas que
encuentran uso en la presente invencion se clasifican en parte basandose en su MWCO como membranas de
ultrafiltracion (UF), membranas de nandfiltracion (NF) o membranas de ésmosis inversa (RO), dependiendo de la
separacion deseada. Para los fines de la presente invencion, las membranas de UF, NF y RO se clasifican como se
define en Pure Water Handbook, Osmonics, Inc. (Minnetonka MN). Las membranas de RO normalmente tienen un
MWCO nominal de menos de aproximadamente 200 Da y rechazan la mayoria de los iones, las membranas de NF
generalmente tienen un MWCO nominal de entre aproximadamente 150 Da y aproximadamente 5 kDa y las
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membranas de UF generalmente tienen un MWCO nominal de entre aproximadamente 1 kDa y aproximadamente
300 kDa (estos intervalos de MWCO suponen una molécula tipo sacarido). Una membrana de ultrafiltracion
actualmente preferida de uso en la purificaciéon de un conjugado de azlcar de nucleétido-PEG tiene un corte de peso
molecular de 19 Kd.

Un segundo parametro que se considera en la elecciéon de una membrana apropiada para una separacion particular
es el tipo de polimero de la membrana. Membranas a modo de ejemplo de uso en la invencién se preparan a partir
de material de membrana convencional tanto inorganico, organico, como inorganico y organico mixto. Materiales
inorganicos tipicos incluyen vidrios, ceramicas, cermets, metales y similares. Las membranas ceramicas, que se
prefieren para la zona de UF, pueden prepararse, por ejemplo, como se describe en las patentes de EE.UU. N°
4.692.354 de Asaeda et al, 4.562.021 de Alary et al. y otras. Los materiales organicos que se prefieren para
aplicaciones de NF y RO normalmente son polimeros, tanto isotropicos como anisotrépicos, con una delgada capa o
“piel” sobre tanto el lado de perforacion como el lado de la vaina de las fibras. Materiales preferidos para fibras son
poliamidas, polibenzamidas, polisulfonas (que incluyen polisulfona sulfonatada y poliétersulfona sulfonatada, entre
otras), poliestirenos, que incluyen copolimeros que contienen estireno tales como copolimeros de acrilo-nitrilo-
estireno, butadieno-estireno y estireno-haluro de vinilbencilo, policarbonatos, polimeros celulésicos que incluyen
acetato de celulosa, polipropileno, poli(cloruro de vinilo), poli(tereftalato de etileno), poli(alcohol vinilico),
fluorocarburos y similares, tales como los desvelados en las patentes de EE.UU. N° 4.230.463, 4.806.244 y
4.259.183. Las membranas de NF y RO frecuentemente consisten en un sustrato de soporte poroso, ademas de la
capa de discriminacion polimérica.

De particular importancia en la seleccién de una composicién de membrana adecuada es la carga superficial de la
membrana. Dentro del intervalo de MWCO requerido, se selecciona una membrana que tiene una carga superficial
que es apropiada para la carga iénica del hidrato de carbono y la de los contaminantes. Aunque el MWCO para una
membrana particular es generalmente invariable, el cambiar el pH de la disolucién de alimentacién puede afectar las
propiedades de separacion de una membrana, alterando la carga superficial de la membrana. Por ejemplo, una
membrana que tiene una carga superficial negativa neta a pH neutro puede ajustarse para tener una carga neutra
neta simplemente reduciendo el pH de la disolucién. Un efecto adicional de ajustar el pH de la disolucién es modular
la carga ionica de los contaminantes y en el hidrato de carbono de interés. Por tanto, eligiendo un tipo de polimero
de membrana adecuado y pH puede obtenerse un sistema en el que tanto el contaminante como la membrana son
neutros, facilitindose el paso a través del contaminante. Si, por ejemplo, un contaminante estd negativamente
cargado a pH neutro, es frecuentemente deseable reducir el pH de la disolucién de alimentacion para protonar el
contaminante. Por ejemplo, la eliminacion de fosfato se facilita reduciendo el pH de la disolucion a al menos
aproximadamente 3, preferentemente a al menos aproximadamente 4, mas preferentemente a al menos
aproximadamente 5 y todavia mas preferentemente a al menos aproximadamente 6, que protona el anién fosfato,
permitiendo el paso a través de una membrana. Para la purificacion de un hidrato de carbono aniénico, el pH estara
generalmente entre aproximadamente pH 1 y aproximadamente pH 7, preferentemente entre aproximadamente 3 y
aproximadamente 7 y mas preferentemente de aproximadamente 4 a aproximadamente 6. En cambio, si el
contaminante tiene una carga superficial positiva, el pH de la disoluciéon de alimentacién puede ajustarse a entre
aproximadamente pH 7 y aproximadamente pH 14. Por ejemplo, el aumentar el pH de una disolucién que contiene
un contaminante que tiene un grupo amino (-NHs*) hard el grupo amino neutro, facilitando asi su paso a través de la
membrana. Asi, un aspecto de la invencién implica modular una separacién ajustando el pH de una disolucién en
contacto con la membrana; esto puede cambiar la carga idnica de un contaminante y también puede afectar la carga
superficial de la membrana, facilitando asi la purificacién del hidrato de carbono deseado. Por supuesto, deben
seguirse las instrucciones del fabricante en cuanto al intervalo de pH aceptable para una membrana particular para
evitar el dafio a la membrana.

Para algunas aplicaciones, una mezcla se somete primero a nanofiltracién u 6smosis inversa a un pH, después de lo
cual el retenido que contiene el aztcar de nucleétido de interés se ajusta a un pH diferente y se somete a una ronda
adicional de purificacion en membrana. Por ejemplo, la filtracion de una mezcla de reaccion usada para sintetizar
sialil-lactosa mediante una membrana Osmonics MX07 (una membrana de nanofiltracién que tiene un MWCO de
aproximadamente 500 Da) a pH 3, preferentemente al menos aproximadamente 4, mas preferentemente al menos
aproximadamente 5, y todavia mas preferentemente al menos aproximadamente 6, retendra la sialil-lactosa y
eliminara la mayoria del fosfato, piruvato, sal y manganeso de la disolucién, mientras que también eliminara algo de
la GIcNAc, lactosa y acido sidlico. La recirculacion adicional a través de la membrana MX07 después de ajustar el
pH del retenido a aproximadamente 7, por ejemplo, 7,4, eliminara la mayoria del fosfato restante, todo el piruvato,
toda la lactosa, algo del &cido sialico y cantidades sustanciales del manganeso restante.

Si un azlcar de nucleétido va a purificarse a partir de una mezcla que contiene proteinas, tales como enzimas
usadas para sintetizar un oligosacarido o azucar de nucleétido deseado, se desea frecuentemente eliminar las
proteinas como una primera etapa del procedimiento de purificacién. Para un azlcar de nucleétido que es mas
pequefio que las proteinas, esta separacion se lleva a cabo eligiendo una membrana que tiene un MWCO que es
inferior a la masa molecular de la proteina u otra macromolécula que va a eliminarse de la disolucion, pero es mayor
gue la masa molecular del oligosacarido que se purifica (es decir, la relacion de rechazo en este caso es mayor para
la proteina que para el sacéarido deseado). Proteinas y otras macromoléculas que tienen una masa molecular
superior a MWCO seran asi rechazadas por la membrana, mientras que el azlcar de nucleétido pasara a través de
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la membrana. En cambio, si un oligosacarido o azucar de nucleétido va a purificarse a partir de proteinas que son
mas pequefias que el oligosacarido o azucar de nucle6tido, se usa una membrana que tiene un MWCO que es
mayor que la masa molecular de la proteina, pero mas pequefia que la del oligosacarido o azlcar de nucleétido.
Generalmente, la separacion de proteinas de hidratos de carbono emplearda membranas que se denominan
comunmente membranas de ultrafiltracion (UF). Las membranas de UF que son adecuadas para su uso en los
métodos de la invencion estan disponibles de varios fabricantes comerciales, que incluyen Millipore Corp. (Bedford,
MA), Osmonics, Inc. (Minnetonka, MN), Filmtec (Mine&polis, MN), UOP, Desalination Systems, Advanced Membrane
Technologies y Nitto.

La invencién también proporciona métodos para eliminar sales y otros componentes de bajo peso molecular de una
mezcla que contiene un azlcar de nucledtido de interés usando una membrana de nanofiltracién (NF) o de 6smosis
inversa (RO). Las membranas de nandfiltracion son una clase de membranas para las que la separacion se basa
tanto en el peso molecular como en la carga i6nica. Estas membranas normalmente se encuentran entre las
membranas de ésmosis inversa y de ultrafiltracién en términos del tamafio de especies que pasaran a través de la
membrana. Las membranas de nanofiltracién normalmente tienen microporos o aberturas entre las cadenas en una
red de polimero hinchado. Los cortes de peso molecular para moléculas no ionizadas normalmente estan en el
intervalo de 100-20.000 Daltons. Para iones del mismo peso molecular, los rechazos de membrana (retenciones)
aumentaran progresivamente para las cargas ionicas de 0, 1, 2, 3 etc. para una membrana particular debido al
aumento de la densidad de carga (véase, por ejemplo, “Nanofiltration Extends the Range of Membrane Filtration”,
Environmental Progress, 7: 58-59 (1988)). La nanofiltracion también se describe en Chemical Engineering Progress,
pp. 68-74 (March 1994), Rautenbach et al., Desalination 77: 73 (1990) y USPN 4.806.244). En una aplicacion tipica,
los azlcares de nucledtido de interés seran retenidos por la membrana de nanofiltracion y las sales contaminantes y
otros componentes no deseados pasaran a través. Una membrana de nanofiltracién Gtil en los métodos de la
invencion normalmente tendrd una caracteristica de retencién para el azUcar de nucleétido de interés de
aproximadamente el 40 % a aproximadamente el 100 %, preferentemente de aproximadamente el 70 % a
aproximadamente el 100 %, mas preferentemente de aproximadamente el 90 % a aproximadamente el 100 %. Las
membranas de nanofiltro usadas en la invencién pueden ser una cualquiera de las membranas de nanofiltro
convencionales, siendo las membranas de poliamida particularmente adecuadas. Varios fabricantes comerciales,
que incluyen Millipore Corp. (Bedford, MA), Osmonics, Inc. (Minnetonka, MN), Filmtec, UOP, Advanced Membrane
Technologies, Desalination Systems y Nitto, entre otros, distribuyen membranas de nanofiltracion que son
adecuadas para su uso en los métodos de la invencion. Por ejemplo, membranas adecuadas incluyen las
membranas MX07, YK, GH (G-10), GE (G-5) y HL de Osmonics, entre otras.

Las membranas de 6smosis inversa (RO) también permiten que varios solutos acuosos pasen a través de ellas
mientras que retienen moléculas seleccionadas. Generalmente, la dsmosis se refiere a un proceso por el cual un
liquido puro (normalmente agua) pasa a través de una membrana semipermeable a una disolucion (normalmente
azlcar o sal y agua) para diluir la disolucion y lograr el equilibrio osmético entre los dos liquidos. A diferencia, la
6smosis inversa es un proceso de membrana conducido por la presion en el que la aplicacion de presion externa al
sistema de membrana produce un flujo inverso con las moléculas de agua que pasan a través de un compartimento
de solucidn salina o de disolucién de azucar en el compartimento de agua pura del sistema de membrana. Una
membrana de RO, que es semipermeable y no porosa, requiere que se bhombee una alimentacion acuosa a ella a
una presién por encima de la presion osmoética de las sustancias disueltas en el agua. Una membrana de RO puede
eliminar eficazmente moléculas de bajo peso molecular (< 200 Daltons) y también iones del agua. Preferentemente,
la membrana de 6smosis inversa tendra una caracteristica de retencién para el azicar de nucle6tido de interés de
aproximadamente el 40 % a aproximadamente el 100 %, preferentemente de aproximadamente el 70 % a
aproximadamente el 100 % y mas preferentemente de aproximadamente el 90 % a aproximadamente el 100 %.
Membranas de RO adecuadas incluyen, pero no se limitan a, las membranas BW-30 de Filmtec, SW-30 de Filmtec,
SW-30HR de Filmtec, de RO de UOP, de RO de Desal, membranas de RO de Osmonics, membranas de RO de
Advanced Membrane Technologies y las membranas de RO de Nitto, entre otras. Un ejemplo de una membrana de
RO adecuada es Millipore Cat. No. CDRN500 60 (Millipore Corp., Bedford MA).

Las membranas usadas en la invencién pueden emplearse en cualquiera de las construcciones de membrana
conocidas. Por ejemplo, las membranas pueden ser planas, de placa y marco, tubulares, enrolladas en espiral, de
fibra hueca y similares. En una realizacion preferida, la membrana esta enrollada en espiral. Las membranas pueden
emplearse en cualquier configuracién adecuada, que incluye tanto un flujo a través como una configuracién
profunda. En la filtracion de “flujo cruzado”, que se prefiere para purificaciones por ultrafiltracién, nanofiltracion y
dsmosis inversa segun la invencion, la “alimentacién” o disolucién de la que va a purificarse el hidrato de carbono de
interés circula a través de canales de membrana, tanto en paralelo como tangenciales a la superficie de la
membrana y se separa en una corriente de retenido (también llamado reciclo o concentrado) y una corriente de
permeado. Para mantener una membrana eficaz, la corriente de alimentaciéon debe circular, a una velocidad
suficientemente alta, paralela a la superficie de la membrana para crear fuerzas de cizallamiento y/o turbulencia para
barrer particulas que se acumulan rechazadas por la membrana. Asi, la filtracion de flujo a través implica el flujo de
tres corrientes -- alimentacion, permeado y retenido. A diferencia, un “extremo muerto” o filtro “profundo” tiene solo
dos corrientes -- alimentacién y filtrado (o permeado). La corriente de reciclo o retenido, que retiene todas las
particulas y moléculas grandes rechazadas por la membrana, puede recircularse enteramente al médulo de
membrana en el que se genera la corriente de reciclo, o puede eliminarse parcialmente del sistema. Cuando los
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métodos de la invencidn se usan para purificar azlcares de nucle6tido de componentes de menor peso molecular,
por ejemplo, los azucares de nucleétido deseados estan contenidos en la corriente de retenido (o corriente de
alimentacion, para un filtro profundo), mientras que la corriente de permeado contiene los contaminantes eliminados.

Los métodos de purificacion de la invencion pueden optimizarse adicionalmente ajustando la presion, velocidad de
flujo y temperatura a la que se lleva a cabo la filtracion. UF, NF y RO generalmente requieren presiones cada vez
mayores por encima de la ambiental para vencer la presion osmética de la disolucién que se pasa a través de la
membrana. Pueden seguirse las instrucciones de los fabricantes de membranas en cuanto a las presiones de
operacibn maximas y recomendadas, con optimizacion adicional posible por la preparacion de ajustes
incrementales. Por ejemplo, la presion recomendada para UF estara generalmente entre aproximadamente 25 y
aproximadamente 100 psi, para NF entre aproximadamente 50 psi y aproximadamente 1500 psi y para RO entre
aproximadamente 100 y aproximadamente 1500 psi. Las velocidades de flujo de tanto el concentrado (disolucion de
alimentacion) como el permeado también pueden ajustarse para optimizar la purificacion deseada. De nuevo, las
recomendaciones del fabricante para una membrana particular sirven de punto de partida del que empezar el
proceso de optimizacion por la preparacion de ajustes incrementales. Velocidades de flujo tipicas para el
concentrado (Pc) estardn entre aproximadamente 1 y aproximadamente 15 galones por minuto (GPM) y mas
preferentemente entre aproximadamente 3 y aproximadamente 7 GPM. Para el permeado, las velocidades de flujo
(Ps) de entre aproximadamente 0,05 GPM y aproximadamente 10 GPM son tipicas, prefiriéndose velocidades de
flujo entre aproximadamente 0,2 y aproximadamente 1 GPM. La temperatura a la que la purificacién se lleva a cabo
también puede influir en la eficiencia y velocidad de la purificacién. Temperaturas de entre aproximadamente 0 y
aproximadamente 100 °C son tipicas, siendo las temperaturas entre aproximadamente 20 y 40 °C preferidas para la
mayoria de las aplicaciones. Las mayores temperaturas pueden producir, para algunas membranas, un aumento en
el tamafio de poro de la membrana, proporcionando asi un parametro adicional que puede ajustarse para optimizar
una purificacion.

En una realizacion preferida, la filtracion se realiza en una maquina de purificacion en membrana que proporciona un
medio para automatizar el control de la velocidad de flujo, presion, temperatura y otros parametros que pueden
afectar la purificacion. Por ejemplo, la maquina de purificacion en membrana Osmonics 213T es adecuada para su
uso en los métodos de la invencién, ya que son maquinas fabricadas por otras empresas enumeradas
anteriormente.

Las membranas pueden limpiarse facilmente tanto después de uso como después de disminuir la permeabilidad de
la membrana. La limpieza puede efectuarse a una temperatura ligeramente elevada si asi se desea, aclarando con
agua o una disolucién caustica. Si las corrientes contienen pequefias cantidades de enzima, es Util el aclarado en
presencia de pequefias cantidades de tensioactivo, por ejemplo, ULTRASIL. Por tanto, pueden usarse prefiltros
(100-200 um) para proteger las membranas de nanofiltracion mas caras. Pueden usarse otros agentes de limpieza,
si se desea. La eleccion del método de limpieza dependera de la membrana que se limpie y deben consultarse las
instrucciones del fabricante de la membrana. La limpieza puede llevarse a cabo con un lavado hacia delante o un
lavado hacia atras.

Los métodos de purificacion de la invencién pueden usarse solos 0 en combinacién con otros métodos para purificar
hidratos de carbono. Por ejemplo, puede usarse una resina de intercambio i6nico para eliminar iones particulares de
una mezcla que contiene un azlcar de nucleétido de interés, tanto antes como después de la nanofiltracion/6smosis
inversa, o tanto antes como después de la filtracion. El intercambio i6nico es particularmente deseable si se desea
eliminar iones tales como fosfato y nucleétidos que quedan después de una primera ronda de nanofiltracion u
6smosis inversa. En el caso de la sintesis de sialil-lactosa como se trata anteriormente, esto puede llevarse a cabo,
por ejemplo, afiadiendo una resina de intercambio iénico tal como AG1X-8 (forma de acetato, BioRad; véase, por
ejemplo, el catalogo de BioRad para otras resinas de intercambio i6nico) a un retenido que esta a aproximadamente
pH 3 o inferior hasta que la concentracion de fosfato se reduzca segun se desee. En este proceso se libera acido
acético, de manera que puede desearse seguir el intercambio i6nico con una purificacién adicional mediante el
sistema de nanofiltracién o de dsmosis inversa. Por ejemplo, puede hacerse circular disolucién a pH 3 o inferior a
través de una membrana Osmonics MX07 o similar hasta que la conductividad del permeado sea baja y se
estabilice. El pH de la disoluciéon puede entonces elevarse a aproximadamente 7, por ejemplo, 7,4, con NaOH y
recircularse la disolucion a través de la misma membrana para eliminar el acetato sédico y la sal restantes. Los
cationes pueden eliminarse de una manera similar; por ejemplo, para eliminar Mn?*, puede usarse una resina de
intercambio idnico acida, tal como AG50W X8 (H*) (BioRad).

Filtracién

En una realizacion, tras la sintesis, un disolucién de azucar de nucleétido se clarifica opcionalmente por filtracién. La
disolucién de azlcar de nuclettido pasa a través de un filtro de membrana (por ejemplo, un filtro de bolsa) en el que
las sales contaminantes y otros contaminantes no deseados se separan por filtracion de la disolucién de azucar de
nucleétido. La etapa de clarificacion puede incorporarse en cualquier etapa del proceso. En una realizacion
preferida, la disolucién de azlcar de nucledtido se clarifica después de la sintesis del azucar de nucleétido. La
disolucién de azucar de nucleétido puede clarificarse una o0 mas veces.
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En un ejemplo, la disolucién de azucar de nucleétido se purifica usando filtracién en fibra hueca. La filtracion en fibra
hueca elimina, por ejemplo, proteinas introducidas por la preparacion de enzima del azicar de nucleétido. La
membrana de fibra hueca retiene proteinas de la preparacién de enzima mientras que permite el paso de la
disolucién de azlcar de nucledtido a través de la membrana. En una realizaciéon a modo de ejemplo, la membrana
de fibra hueca comprende una membrana de fibra hueca con un bastidor de filtracion tangencial. La etapa de
filtracion en fibra hueca puede incorporarse en cualquier etapa del proceso. En una realizacion, la disolucion de
azucar de nucleétido pasa por la filtracion en fibra hueca después de la clarificacién. En otra realizacion, la
disolucidon de azucar de nucleétido pasa por la filtracion en fibra hueca después de la sintesis del azlcar de
nucleétido. La disolucion de azicar de nucle6tido puede filtrarse una 0 mas veces usando filtracion en fibra hueca.

En otra realizacion, la disoluciéon de azucar de nucleodtido se purifica usando nanofiltracién. La nanofiltracion elimina
sales y otros componentes de bajo peso molecular de una mezcla. Las membranas de nanofiltracién separan
moléculas basandose en el peso molecular y la carga ionica. Los cortes de peso molecular para moléculas no
ionizadas normalmente estan en el intervalo de 100-20.000 daltons. En una aplicacion a modo de ejemplo, los
sacaridos de interés seran retenidos por la membrana de nandfiltracion y las sales contaminantes y otros
componentes no deseados pasaran a través. La etapa de nandfiltracion puede incorporarse en cualquier etapa del
proceso. En una realizacion, la disolucion de azlcar de nucleétido pasa por filtracién en fibra hueca primero y luego
nanofiltracién. En otra realizacion, la disolucion de azlcar de nucleétido pasa por nanofiltracién primero y luego
filtracion en fibra hueca. Alternativamente, la disolucién de azucar de nucleétido puede purificarse usando tanto
filtracion en fibra hueca como nanofiltraciéon. En otra realizacion, la disolucion de azlcar de nucleétido pasa por
nanofiltracién después de la clarificacion. En otra realizacion mas, la disolucion de azlcar de nucleétido pasa por
nanofiltracién después de la sintesis del azlicar de nucleétido. La disolucion de azicar de nucleétido puede filtrarse
una o mas veces usando nanofiltracién. Después de la nanofiltracién, la disolucién de azlcar de nucleétido
purificada puede generalmente almacenarse o puede someterse a mas purificacion.

En otra realizacion, la disolucién de azlcar de nucledétido puede opcionalmente decolorarse (por ejemplo, pasando la
disolucién sobre carbono activo). En una realizacion preferida, la decoloracion implica pasar la disolucion de azucar
de nucledtido sobre una columna de carbono activo previamente rellena unida a un sistema de cromatografia. La
decoloracion puede incorporarse en cualquier etapa del proceso. En una realizacion, la disolucion de azlcar de
nucleétido se decolora después de la nanofiltracion. En otra realizacion, la disolucion de azicar de nucleétido se
decolora después de la filtracién en fibra hueca. En otra realizacién mas, la disolucién de azlcar de nucleétido se
decolora después de la clarificacién. La disolucién de azlcar de nucleétido puede decolorarse una o mas veces.

En otra realizacion, la disolucion de azicar de nucle6tido se purifica usando un filtro de medio profundo cargado. El
filtro de medio profundo cargado elimina, por ejemplo, endotoxinas de la disoluciéon de azlcar de nucledtido. Las
endotoxinas son compuestos naturales toxicos tales como lipopolisacaridos encontrados dentro de patégenos sobre
la pared celular externa de bacterias. La purificacion por un filtro de medio profundo cargado puede incorporarse en
cualquier etapa del proceso. En una realizacion, la disolucién de azucar de nucleétido se filtra después de la
decoloracion. En otra realizacion, la disolucion de azicar de nucleétido se purifica por un filtro de medio profundo
cargado después de la nandfiltracién. En otra realizacion mas, la disoluciéon de azlcar de nucleétido se purifica por
un filtro de medio profundo cargado después de la filtracion en fibra hueca. En otra realizacién, la disolucion de
azucar de nucleétido se purifica por un filtro de medio profundo cargado después de la clarificacion. En otra
realizacién, la disolucion de azucar de nucledétido se purifica por un filtro de medio profundo cargado después de la
sintesis del azicar de nucledtido. La disolucién de azlcar de nucledtido puede filtrarse una o mas veces usando un
filtro de medio profundo cargado.

En otra realizacion, la disoluciéon de azucar de nucleétido se purifica usando un filtro estéril. El filtro estéril elimina
sales contaminantes y otros contaminantes no deseados de la disolucién de azlcar de nucledtido. En una
realizacién mas preferida, el filtro estéril esta previamente cargado y esterilizado con un sistema de colectores de
bolsa para la filtracion y almacenamiento final. La purificacién por un filtro estéril puede incorporarse en cualquier
etapa del proceso. En una realizacion, la disolucién de azucar de nucleétido se filtra por un filtro estéril después de la
purificacién por un filtro de medio profundo cargado. En otra realizacion, la disolucion de azucar de nucle6tido se
purifica por un filtro estéril después de la decoloracion. En otra realizacion mas, la disolucién de aztcar de nucleétido
se purifica por un filtro estéril después de la nanofiltracion. En otra realizacion, la disolucién de azucar de nucleétido
se purifica por un filtro estéril después de la filtracion en fibra hueca. En otra realizacion, la disolucion de azicar de
nucleétido se purifica por un filtro estéril después de la clarificacion. En otra realizacién, la disolucion de azlcar de
nucleétido se purifica por un filtro estéril después de la sintesis del azdcar de nucleétido. La disolucion de azucar de
nucleotido puede filtrarse una o mas veces usando un filtro estéril.

Los siguientes ejemplos se ofrecen Unicamente para los fines de ilustracion y no esta previsto ni que limiten ni que
definan la invencién. Los siguientes ejemplos describen procesos para la produccion de CMP-SA-PEG. Este
enfoque es para claridad de ilustracion y no debe interpretarse como limitante del proceso. Un experto en la materia
apreciara que los procesos descritos se aplican igualmente a azlcares de nucledtido modificados que incluyen
nucleétidos y restos de azucar distintos de CMP y acido sialico, respectivamente.
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Ejemplos
General:

Procesos de fabricacion previos para la produccién de CMP-SA-PEG (por ejemplo, CMP-SA-PEG-10 kDa, CMP-SA-
PEG-20 kDa y CMP-SA-glicerol-PEG-40 kDa) utilizaron cromatografia de fase inversa (por ejemplo, resinas C-4). Un
proceso conocido a modo de ejemplo incluye hidrdlisis basica, seguido de TFF, seguido de neutralizacion del pH,
seguido de cromatografia de fase inversa, seguido de desalacién, seguido de eliminacién del disolvente (por
ejemplo, evaporacién rotatoria) y liofilizacién. Se encontré que este proceso no era adecuado para aplicaciones a
gran escala (produccién de cantidades de kg) debido en gran parte a las limitaciones asociadas a la etapa de
cromatografia de fase inversa (por ejemplo, alto coste de la resina, la disponibilidad de columnas de C-4 a escala
comercial previamente rellenas, requisito de usar disolventes organicos), ademas de la incapacidad de este enfoque
para separar completamente todos los contaminantes de reaccion. Por tanto, se desarrolld6 un proceso de
produccion simplificado alternativo para tratar los inconvenientes anteriormente descritos y, particularmente, para
reducir el nimero de operaciones unitarias.

Un proceso mejorado a modo de ejemplo se representa en la Figura 1. En una realizacién, el proceso mejorado
incorpora solo cinco operaciones unitarias. Estas incluyen la reaccion de acoplamiento (PEGilacion) para formar
CMP-SA-PEG, evaporacion rotatoria para eliminar esencialmente el THF, cromatografia de intercambio aniénico
(etapa de purificacion), desalacion/concentracién/diafiltracion usando TFF y liofilizacion para formar un producto
sélido. Cada etapa, excepto la liofilizacion, se optimizd para mejorar el rendimiento del proceso, que proporciona
CMP-SA-PEG con alta pureza.

Los rendimientos de conversion para la reaccién de acoplamiento oscilaron del 67-99 % dependiendo del tamafio del
PEG. El rendimiento de la etapa para la cromatografia AEX oscil6 del 95-99 % y la etapa de TFF del 90-95 % y
esencialmente elimina todos los contaminantes que se originaron de la reaccion de acoplamiento, que incluye SA-
PEG. Las recuperaciones de producto global para las operaciones unitarias de reacciébn combinada,
rotoevaporacion, intercambio iénico, TFF y liofilizacion estuvieron entre aproximadamente el 65y el 77 %. Los CMP-
SA-PEG producidos por el nuevo proceso tuvieron purezas de entre aproximadamente el 90 y el 95 %, los analisis
de RMN *H de los productos finales no mostraron evidencia de impurezas de SA-PEG. El andlisis de ICP indicé que
el producto estaba en la forma de sal de disodio y no contuvo sales de sodio adicionales.

Métodos y materiales

Se obtuvieron Q Sepharose Big Beads de GE Healthcare. Se obtuvo la sal de sodio de CMP-SA-glicina de AMRI. Se
obtuvo mMPEG-carbonato de p-nitrofenilo de 10 kDa de Dow Chemical Company. mPEG-carbonato de p-nitrofenilo
de 40 kDa se obtuvo de NOF.

Generalmente se uso el siguiente equipo: Bomba peristaltica (motor estandar digital Masterflex L/S, de Cole-Palmer,
cabezal de la bomba easy-load I1); bomba peristaltica (motor de consola Masterflex, de Cole-Palmer, cabezal de la
bomba easy-load 1); FPLC (GE Healthcare, AKTA FPLC); bomba A y B de HPLC (Dynamax, SD-1); detector de
HPLC (Dynamax, UV-C); detector de HPLC (Varian, ProStar modelo 340); detector de ELS (S.E.D.E.R.E. France,
Sedex 55), liofilizador (VirTis, 6K Benchtop); columna de intercambio idnico (4 1) (Sepracor SA, 285530, 180 x 300
mm); columna de intercambio i6nico (12 ml) (Biovalve, Inc., Omnifit, 006CC-10-50-AF, 10 x 250 mm); columna de
intercambio idnico (2 I) (GE Healthcare, columna BPG 100/500, 18-1103-01); columna de intercambio iénico (100 ml)
(GE Healthcare, XK 26/40, 18-8768-01); medidor de conductividad (Fisher Thermo Electron Corporation, Accumet
Basic AB30, Orion 4 star); pH-metro (Orion modelo 250A0); bomba de desplazamiento positivo (Teknoflow Inc.,
Labtop (300/350)); membrana Pellicon 2 Standard 1K, celulosa regenerada (Millipore, P2PLACV01; membrana de
celulosa regenerada de 1 kDa; 0,1 m? tamiz en V); membrana Pellicon 2 Standard 3K, celulosa regenerada
(Millipore, P2PLBCV01; membrana de celulosa regenerada de 3 kDa; 0,1 m?; tamiz en V); membrana Pellicon 2
Standard 5K, celulosa regenerada (Millipore, P2C005C01; membrana de celulosa regenerada de 5 kDa; 0,1 m?;
tamiz en C); membrana Pellicon 2 Standard 1K, celulosa regenerada (Millipore, P2PLACCO01; membrana de celulosa
regenerada de 1 kDa; 0,1 m? tamiz en C); membrana Pellicon 2 Standard 1K, celulosa regenerada (Millipore,
P2PLACV05; membrana de celulosa regenerada de 1 kDa; 0,5 m?; tamiz en V).

NWP = permeabilidad al agua normalizada; GSC = CMP-SA-glicina; PSC = CMP-SA-PEG-20 kDa

Se registraron los espectros de RMN 'H (500 MHz, 800 MHz) en D20. Los desplazamientos quimicos se expresan
en partes por millén con respecto al pico de agua.

Las mezclas que contienen CMP-SA-PEG se analizaron usando HPLC de fase inversa (por ejemplo,
determinaciones de pureza y de recuperacion). A continuacion se describe un método a modo de ejemplo: Se unié
una columna Chromolith Performance RP18 (VWR o Phenomenex) a un sistema de HPLC de Beckman. Las
muestras se inyectaron mediante inyector automatico (10 °C) sobre la columna mantenida a 35 °C. La columna se
eluyé a una velocidad de flujo de 5,0 ml/min, bajo las siguientes condiciones en gradiente (eluyente A: fosfato de
potasio 20 mM, TABHS 1 mM, pH=6,2; eluyente B: 100 % de acetonitrilo): 0,5 % de B durante 2 minutos, seguido
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de una serie de gradientes lineales al 20 % de B durante 2 minutos y al 40 % de B durante 8 minutos y una elucién
isocratica final al 40 % de B durante 7 minutos. La columna se re-equilibré al 0,5 % de B durante 3 minutos
proporcionando un tiempo de andlisis total de 22 minutos. Los picos eluidos se detectaron a 271 nm. Se usaron GSC
y CMP-SA-PEG-10 kDa (AMRI) como tiempo de retencion y patrones de calibracién. Se usaron patrones de GSC
(AMRI) para determinar una curva patron, para calcular concentraciones de CMP-SA-PEG-10 kDa. La pureza de
estos patrones se determind por analisis de RMN cuantitativa.

Se determind el contenido de sodio de muestras purificadas y desaladas de CMP-SA-PEG por analisis de plasma
inductivamente acoplado (ICP).

Ejemplo 1:

Preparacion de CMP-SA-PEG
1.1. Preparacion de CMP -SA-PEG-10 kDa

Se disolvié sal de disodio del acido citidina-5'-monofosfo-N-glucilsialico (CMP-SA-glicina) (1,23 g, 73,5 % en peso
puro, 1,34 mmoles) en agua Milli Q (80 ml) en un matraz redondo de una sola boca de 1 I. El pH de la disolucién
incolora fue 10,48. Se afiadié THF anhidro (320 ml) y el pH se ajust6é a 8,6 por la adicién gota a gota de 5,5 ml de
disolucién 500 mM de monofosfato de sodio (pH 4,6). Entonces se afiadi6 mPEG-carbonato de p-nitrofenilo de 10
kDa (20 g, 2,0 mmoles, 1,5 eq.) en una porcién a la disolucion de reaccion. Después de disolverse el reactivo de
PEG, el pH de la disolucién fue 8,7. La disolucion amarilla se agité a 20 °C durante 21 h. A continuacion, el pH de la
mezcla de reaccién se ajustd de 7,8 a 8,5 mediante la adicion de NaOH 0,1 M (4,0 ml). La mezcla de reaccion se
agité 3 horas adicionales y el THF se elimind mediante evaporacion a presion reducida a 30 °C usando un
evaporador rotatorio. La evaporacion se detuvo cuando el volumen del liquido recogido fue superior a 320 ml. La
disolucién amarilla resultante se diluy6é con agua Milli Q (400 ml) y la disolucion se filtr6 a través de una unidad de
filtro Nalgene de 1 | de 0,22 micrémetros usando un vacio para eliminar cualquier material insoluble. El volumen final
del filtrado amarillo fue 684 ml y tuvo una conductividad de 0,97 mS/cm. El rendimiento de la conversion como se
determin6 por HPLC fue del 82 % (Tabla 1, lote 9).

1.2. Preparacion de CMP -SA-PEG-20 kDa

Se disolvid sal de disodio del acido citidina-5-monofosfo-N-glucilsialico (CMP-SA-glicina) (0,61 g, 73,5 % en peso,
0,656 mmoles) en agua Milli Q (40 ml) en un matraz redondo de una sola boca de 500 ml. El pH de la disolucién
incolora fue 10,5. Se afiadié THF anhidro (160 ml) a la disolucién con agitacién y el pH se ajusté a 8,5 (desde 11,2)
por la adicion gota a gota de 2,0 ml de disolucién 500 mM de monofosfato de sodio (pH 4,6). Se afiadi6 el mMPEG-
carbonato de p-nitrofenilo de 20 kDa (20,0 g, 1,0 mmol, 1,5 eq.) en una porcion a la disolucion de reacciéon. Después
de disolverse el PEG, el pH de la disolucion fue 8,6. La mezcla amarilla se agit6é a 20 °C durante 21 horas. El pH de
la mezcla de reaccion se ajusté con NaOH (1,0 N, 2,0 ml) a 8,5 y la mezcla de reaccion se agité durante 18 horas
adicionales. ElI THF se elimind mediante evaporacién rotatoria usando presion reducida a 35 °C en un evaporador
rotatorio. La evaporaciéon se detuvo cuando el volumen del liquido recogido fue superior a 160 ml. La disolucion
amarilla resultante se diluyé con agua Milli Q (300 ml) y la disolucion se filtr6 a través de una unidad de filtro de
Nalgene de 1 | de 0,22 micrémetros usando vacio para eliminar cualquier material insoluble. El volumen final de la
disolucién amarilla fue 476 ml y tuvo una conductividad de 0,725 mS/cm a pH 7,21. El rendimiento de la conversion
como se determind por HPLC fue del 87 % (Tabla 5, Ejemplo 2).

1.3. Preparacion de CMP-SA-glicerol-PEG-40 kDa

Se disolvio sal de disodio del acido citidina-5'-monofosfo-N-glucilsidlico (CMP-SA-glicina) (368 mg, 73,5 % en peso
puro, 0,40 mmoles) en 40 ml de agua Milli Q en un matraz redondo de una sola boca de 500 ml. Se afadi6 THF
anhidro (160 ml) a la disolucion con agitacion. El pH de la mezcla se ajusté cuidadosamente de 11,5 a 8,6 mediante
la adiciéon gota a gota de 2,0 ml de disolucion 500 mM de monofosfato de sodio (pH 4,6). Se afadié el mMPEG-
carbonato de p-nitrofenilo de 40 kDa (20,96 g, 90 % de activacion, 0,44 mmoles, 1,1 eq.) a la mezcla de reaccion en
una porcién. Después de 20 horas, el pH de la mezcla de reaccién se ajusto de 8,31 a 8,82 mediante la adicion de
1,4 ml de disolucion 0,1 N de NaOH. Después de 22 horas adicionales, se afiadieron aproximadamente 0,8 ml de
NaOH 0,1 N para llevar el pH de la mezcla de 8,52 a 8,89. Después de otras 24 horas (tiempo total de reaccion 66
horas), el THF se elimind usando un evaporador rotatorio a presion reducida usando una temperatura del bafio de
agua inferior a 35 °C. La evaporacion se detuvo cuando el volumen del liquido recogido fue superior a 160 ml. La
disolucién amarilla resultante se diluyé con 600 ml de agua Milli Q y se filtr6 a través de un filtro Nalgene de 1 | de
0,22 micrémetros con una bomba de vacio. El filtro se aclar6 con aproximadamente 50 ml de agua Milli Q. El
volumen final de la disolucion de filtrado amarilla fue 678 ml y tuvo una conductividad de 0,40 mS/cm con un pH de
7,25. El rendimiento de la conversion fue del 57 % por HPLC (Tabla 6, Ejemplo 5). La mezcla de reaccion se
fraccioné en dos porciones iguales de 335 ml. Una porcion se purificé como se describe mas adelante.
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Ejemplo 2:

Cromatografia de intercambio aniénico de CMP-SA-PEG
2.1. Procedimiento de relleno de la columna parares ina Q-Sepharose Big Beads (escala de 2 |)

Las columnas se prepararon segun instrucciones del fabricante. A continuacién se describe un procedimiento
representativo:

Se inspecciond una columna de cromatografia GE BPG 100/500 vacia para limpieza e integridad estructural. La frita
inferior se humedeci6é con agua. Se tapon6 la salida de la columna y se vertieron 1-2 cm de agua en el fondo de la
columna. Se resuspendié suspension de resina Q-Sepharose Big Beads en 20 % de etanol (aproximadamente 3,2 |,
65 %) para asegurar la homogeneidad. La suspension de resina se vertio lentamente hacia abajo dentro de la
columna para prevenir el atrapamiento de aire. Después de transferirse la suspension de resina a la columna, el
interior de la columna se aclar6 usando un frasco lavador que contenia 20 % de etanol. La resina se dejé sedimentar
durante aproximadamente 30 minutos, asegurandose de que la altura de la resina fuera aproximadamente 3-5 cm
superior a la altura deseada de 25 cm (afiadir mas resina si fuera necesario). El adaptador de flujo se llené con agua
y se dispuso en la columna. Se tuvo cuidado para asegurarse que no quedara atrapado aire entre el adaptador de
flujo y el liquido. Se abrié la salida de la columna y el adaptador de flujo se ajusté descendentemente para
descansar suavemente sobre el lecho. La entrada se conect6 a la bomba de HPLC Dynamax SD-1. Se puso en
marcha la bomba y se aumento lentamente hasta la velocidad de flujo objetivo de 200 ml/min (la velocidad de flujo
puede aumentarse en varios cambios incrementales con tiempo de mantenimiento de 2 min). Después de
consolidarse completamente el lecho, la bomba se apagé. El adaptador de flujo se ajusté descendentemente sobre
el lecho hasta que la resistencia fue tal que el adaptador ya no pudo seguir funcionando. Se cerr6 la salida de la
columna. Se marco la altura de la resina (25,4 cm). Lista para su uso, la columna se lavé primero con 4 | de agua de
RO desgasificada para eliminar el 20 % de etanol de la suspension de resina. Se cargé con NaOH (2 VC, a 100
ml/min, tiempo de residencia de 40 min) para desinfectar la columna y generar la forma de hidroxido de la resina, se
lavo con agua de RO (2 VC, a 200 ml/min) y a continuacion se carg6 con bicarbonato sédico 1 M (3 VC, 200 ml/min)
para generar la forma de contraién de bicarbonato como se ha descrito anteriormente.

2.2. Purificacion en Q-Sepharose Big Beads de CMP-SA-PEG  -10 kDa

En una columna BPG 100/500, se rellenaron 2,0 | de resina de intercambio aniénico Q-Sepharose Big Beads (forma
de cloruro; 10 cm de DI x 26 cm) como se ha descrito anteriormente y se conectd a un sistema de HPLC Dynamax
SD-1 equipado con un detector de UV que puede leer tanto a 214 como a 271 nm. La columna se lavé con 2 VC (4 1)
de agua desgasificada a 100 ml/min (76 cm/h) para eliminar el 20 % de la disolucién de relleno de etanol. A
continuacion, la columna se desinfect6 lavando con NaOH 1 M (2 VC, 4 |, 100 ml/min, 76 cm/h) y a continuacién se
convirtié en la forma de sal de bicarbonato lavando entonces con agua de RO (2 VC, 4 |, 200 ml/min, 130 cm/h)
seguido de NaHCOs 1 M (3 VC, 6 I, 200 ml/min, 130 cm/h) y finalmente con agua de RO (3 VC, 6 I, 200 ml/min, 130
cm/h). La conductividad del efluente de la columna fue <10 microS/cm (pH 4,5-6) cuando se completd.

La mezcla de reaccién acuosa de CMP-SA-PEG-10 kDa segun el Ejemplo 1.1 (684 ml, pH 7,27, conductividad 0,97
mS/cm) se carg6 sobre la columna a una velocidad de flujo de 65 mil/min (50 cm/h). Después de completarse la
carga, la columna se lavé con 4 1 (2 VC) de agua de RO a una velocidad de flujo de 130 mi/min (100 cm/h) hasta que
todas las impurezas de no union se habian lavado de la columna y la sefial de UV (271 y 214 nm) volvié al nivel
inicial. Se us6 una elucién en etapas para obtener el producto. La impureza SA-PEG eluyé primero (tiempo de
retencion de 55 min) de la columna usando 1,2 1 (0,6 VC) de NaHCOs 5 mM a una velocidad de flujo de 130 ml/min
(100 cm/h) como se muestra en la Figura 4. A continuacién, se aumentd la concentracion del tampon de elucion y el
producto se eluy6 (tiempo de retencion de 63 min) con 6 | (3 VC) de NaHCO3 30 mM a una velocidad de flujo de 100
cm/h. A continuacion se eluyeron el exceso de CMP-SA-glicina y otros subproductos de reaccion de la columna
usando 14 | (7 VC) de NaHCOs 1 M antes de la regeneracion de la columna. La elucion de la columna se monitorizd
usando UV a tanto 214 nm como a 271 nm y las fracciones apropiadas se recogieron manualmente (Figura 4). La
fraccion de producto empezé cuando la lectura de UV271 subié por encima de la linea de base tras la elucién del
pico de impurezas de SA-PEG y termind en aproximadamente el 5 % del maximo del pico en el lado trasero del pico
de producto. La fraccion que contenia producto (fraccion 1, 2,0 I) se fracciond en dos porciones. Se usaron
aproximadamente 500 ml para optimizar la etapa de filtracién de flujo tangencial (TFF) mientras que los 1,5 |
restantes se procesaron por el procedimiento de TFF optimizado como se describe mas adelante.

2.3. Purificacion en Q-Sepharose Big Beads de CMP-SA-PEG  -20 kDa

En una columna BPG 100/500, se rellenaron 2,0 | de resina de intercambio aniénico Q-Sepharose Big Beads (forma
de cloruro; 10 cm de DI x 26 cm) como se ha descrito anteriormente y se conecto a un sistema de HPLC Dynamax
SD-1 equipado con un detector de UV que puede leer tanto a 214 como a 271 nm. La columna se lavé con 2 VC (4 1)
de agua desgasificada a 100 ml/min (76 cm/h) para eliminar el 20 % de la disolucién de relleno de etanol. A
continuacioén, la columna se desinfecté lavando con NaOH 1 M (2 VC, 4 |, 100 ml/min, 76 cm/h) y a continuacion se
convirtié en la forma de bicarbonato lavando entonces con agua de RO (2 VC, 4 |, 200 ml/min, 153 cm/h) seguido de
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NaHCOs31 M (3 VC, 6 |, 200 ml/min, 153 cm/h) y agua de RO (3 VC, 6 |, 200 ml/min, 153 cm/h). La conductividad del
efluente de la columna fue <10 microS/cm (pH 4,5-6) cuando se completé.

Se carg6 la mezcla de reaccion de CMP-SA-PEG-20 kDa segun el Ejemplo 1.2 (476 ml, pH 7,21, conductividad
0,725 mS/cm) sobre la columna preparada a una velocidad de flujo de 65 ml/min (50 cm/h). Después de completarse
la carga, la columna se lavé con 4 | (2 VC) de agua de RO a una velocidad de flujo de 130 ml/min (100 cm/h) hasta
que todas las impurezas de no union se habian lavado de la columna y la sefial de UV (217 y 271 nm) volvié al nivel
inicial. El producto se eluyé usando una elucion en etapas. La impureza SA-PEG se eluy6 primero (tiempo de
retencion de 55 min) de la columna usando 2,0 | (1,0 VC) de NaHCOs 2 mM a una velocidad de flujo de 130 ml/min
(100 cm/h) como se muestra en la Figura 6. A continuacion se aument6 la concentracién del tampén de elucién vy el
producto se eluyd (tiempo de retenciéon de 75 min) con 6 | (3 VC) de NaHCOz 30 mM a una velocidad de flujo de 130
ml/min (100 cm/h). A continuacion se eluyeron el exceso de CMP-SA-glicina y otros subproductos de reaccion de la
columna usando 14 | (7 VC) de NaHCOs 1 M antes de la regeneracion de la columna. La elucion de la columna se
monitorizé por absorcion UV a tanto 214 nm como a 271 nm y se recogieron las fracciones apropiadas (Figura 6). La
fraccion de producto empezé cuando la lectura de UV271 subié por encima de la linea de base tras la elucién del
pico de impurezas de SA-PEG y terminé en aproximadamente el 5 % del maximo del pico en el lado trasero del pico
de producto. La fraccion que contenia producto (fraccion 1, 2,0 |) se us6 para la siguiente etapa.

2.4. Purificacion en Q-Sepharose Big Beads de CMP-SA-g  licerol-PEG-40 kDa

En una columna BPG 100/500, se rellenaron 2,0 | de resina de intercambio aniénico Q-Sepharose Big Beads (forma
de cloruro; 10 cm de DI x 26 cm) como se ha descrito anteriormente y se conecto a un sistema de HPLC Dynamax
SD-1 equipado con un detector de UV que puede leer tanto a 214 como a 271 nm. La columna se lavé con 2 VC (4 1)
de agua desgasificada a 100 ml/min (76 cm/h) para eliminar el 20 % de la disolucién de relleno de etanol. A
continuacién, la columna se desinfecté lavando con NaOH 1 M (2 VC, 4 |, 100 ml/min, 76 cm/h) y a continuacion se
convirtié en la forma de bicarbonato lavando entonces con agua de RO (2 VC, 4 |, 200 ml/min, 153 cm/h) seguido de
NaHCOs31 M (3 VC, 6 |, 200 ml/min, 153 cm/h) y agua de RO (3 VC, 6 |, 200 ml/min, 153 cm/h). La conductividad del
efluente de la columna fue <10 microS/cm (pH 4,5-6) cuando se completo.

Se cargo la mezcla de reaccién segin el Ejemplo 1.3 (335 ml, pH 7,25, conductividad 0,40 mS/cm) sobre la columna
preparada a una velocidad de flujo de 40 ml/min (30,6 cm/h). Después de completarse la carga, el recipiente se
aclar6 con aproximadamente 500 ml de agua y la disoluciéon se cargé sobre la columna. A continuacién, la columna
se lavé con 4 | (2 VC) de agua de RO a una velocidad de flujo de 200 ml/min (153 cm/h) hasta que todas las
impurezas de no unién se habian lavado de la columna y la sefial de UV volvié al nivel inicial (217 y 271 nm). El
producto se eluyé usando una elucién en etapas. La impureza de SA-PEG se eluy6 primero (tiempo de retencién de
44 min) de la columna usando 2,0 | (1,0 VC) de NaHCOs 2 mM a una velocidad de flujo de 200 ml/min (153 cm/h)
como se muestra en la Figura 7. A continuacion se aumento la concentracion del tampon de elucion y el producto se
eluyé (tiempo de retencion de 47 min) con 6 | (3 VC) de NaHCO3z 20 mM a una velocidad de flujo de 200 ml/min (153
cm/h). La elucién de la columna se monitorizé por absorcion UV a tanto 214 nm como a 271 nm y se recogieron las
fracciones apropiadas (Figura 7). La fraccién de producto empez6 cuando la lectura de UV271 subié al 20 % de la
absorbancia max del pico de producto (permitiendo la eliminacion del hombro de la impureza SA-PEG) y terminé en
aproximadamente el 5 % del maximo del pico en el lado trasero del pico de producto principal. Las fracciones que
contenian producto se reunieron (4,05 I, pH=7,4, 1218 microS/cm) y se usaron para la siguiente etapa.

Ejemplo 3:

Desalacion usando ultrafiltraciéon
3.1. Filtracién de flujo tangencial del grupo de pr  oductos de CMP -SA-glicerol -PEG-10 kDa

Se desalaron 1,5 | de grupos de producto en Q Sepharose Big Beads segin el Ejemplo 2.2 por filtracién de flujo
tangencial (TFF) usando los parametros de proceso resumidos en la Tabla 1, a continuacion. Se conecté una bomba
peristaltica Masterflex L/S con tubos flexibles de silicona (L/S 24) a un mini-soporte Pellicon-2 de Millipore equipado
con tres “MINI” filtros Pellicon 2 de 1 kDa de Millipore (membrana de celulosa regenerada de 1 kDa PLAC-V; tipo de
tamiz: V; 0,1 m?). Se transfirieron aproximadamente 500 ml de la disolucion acuosa de producto a una botella de
PETG de 500 ml, que se sumergié en un bafio de hielo. La disoluciéon se agité6 usando una barra de agitacion
magnética y la temperatura se monitorizé y se mantuvo a 14-16 °C durante todo el proceso. Tanto la linea de
alimentacién como la linea de retenido se dispusieron dentro de la botella de PETG sobre el sistema de TFF. EIl 1 |
restante de disolucion, también enfriado usando un bafio de hielo, se alimento en la botella de PETG mediante otro
tubo flexible de silicona (L/S 25) usando una segunda bomba peristaltica Masterflex. La velocidad de flujo de
transferencia de la segunda bomba se establecio igual a la velocidad de flujo del permeado del proceso de TFF con
el fin de mantener un volumen constante en la botella de PETG. La disolucion de permeado se recogié como
fracciones en una probeta graduada a 250 ml y cada 250 ml de disolucién recogida se transfirieron a botellas de
almacenamiento. La velocidad de flujo inicial de la bomba peristaltica se establecié a 1200 ml/min y la valvula de
retenido se ajustd para mantener una TMP constante (~22 psi) durante todo el proceso. La disolucion de permeado
se muestred cada 250 ml de volumen y se registraron el pH y la conductividad. La velocidad de flujo del permeado
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también se registré manualmente. Una vez se habian concentrado los 1,5 | originales de la disolucion de producto a
un volumen total de aproximadamente 500 ml, se afiadié6 agua de RO enfriada en la botella de retenido de PETG
para mantener un volumen constante. La disolucién de permeado se muestre6 continuamente cada 500 ml. Una vez
el volumen de permeado habia alcanzado ~2000 ml y la conductividad de la disoluciéon de permeado disminuy6 a 47
microS/cm, se detuvo la bomba de transferencia. A continuacién, la disolucién de retenido se transfirié a otra botella
de PETG (1 I). Entonces se afiadié agua de RO (150 ml) a la botella de PETG de retenido y se re-circulé durante 5
min mediante el sistema de TFF. Este eliminé el producto restante en el sistema. Entonces se combinaron la
disolucién de retenido original y la disolucion de retenido de lavado. La recuperacion de la etapa de TFF global de
CMP-SA-PEG-10 kDa fue del 90 % basado en el analisis de HPLC (Tabla 2). La disolucién de retenido combinada
(488 ml, pH=7,31, 138 microS/cm) se liofiliz, proporcionando 7,15 g (rendimiento del proceso global 66 %) de un
sélido blanco que era el 87 % puro por el presente método de andlisis (Tabla 3). El producto liofilizado se analizé por
RMN *H.

Tabla 1:
Parametros de proceso optimizados para la operacion unitaria de filtracion de flujo tangencial
CMP-SA-PEG (10 y 20 kDa)

(TFF) para

Membrana Tres “MINI” filtros Millipore 1K Pellicon 2 de 0,1 m?
(membrana de celulosa regenerada PLAC 1K, tamiz de tipo
V)
Area de la membrana, m? 0,3
TMP 22 +1 psig
Flujo 3,7 LMH

Volumen de retenido (1) 500 ml (después de la concentracion y durante toda la
diafiltracién)

Agua de RO

4 volimenes de DF (2000 ml totales)

aproximadamente 3 horas

< 16 °C (preferentemente 4-8 °C)

NaOH 0,1 M o0 20 % de etanol

Tampén de equilibrio/diafiltracion
Criterios de diafiltracién
Tiempo de procesamiento total
Temperatura (°C)
Condiciones de almacenamiento de la
membrana

Tabla 2:

Resultados e xperimental es para la operacion unitaria de filtracion de flujo tangencial (TFF) para CMP-SA-

PEG (10 kDa y 20 kDa)

PEG | Areadela NWP Volumen Temp pH del Conductividad Recuperacion
membrana (I/n/psig/m 2) de inicial/ final retenido (mcS/cm) (%)
(m?) retenido () | del retenido
(°C)

10 0,1 0,20 0,15 21/23 6,6 112 96 %
kDa

10 0,3 0,17 0,5 16/15 7,3 138 90 %
kDa

20 0,3 0,17 0,5 14/16 7,8 110 112 %
kDa

En la Tabla 2, el volumen de retenido se midi6 después de la concentracion y desalacién de la disoluciéon de
alimentacion inicial. La temperatura del retenido es la temperatura del retenido inicial medida al principio de la etapa
de concentracion y la temperatura del retenido final al final de la etapa de diafiltracion. Se midié el pH del retenido
después de la combinacion del primer retenido (después de la concentracién y diafiltracion) con el retenido de
lavado del sistema. La conductividad del retenido se midié después de la combinacion del primer retenido (después
de la concentracion y diafiltracion) y el retenido de lavado del sistema. La recuperacion de producto global se
determin6 basandose en la cantidad total de producto en la disolucién de alimentacion del sistema en comparacion
con la cantidad de producto en los retenidos combinados finales (después de la concentracion, diafiltracion y el
lavado del sistema).

Tabla 3:
Recuperaciones del proceso globales para

CMP-SA-PEG (10 kDa y 20 kDa)

Lote de p roceso Peso seco (g) Pureza (%) Recuperacion global
CMP-SA-PEG-10 kDa 2,53 85,9 % 70 %
CMP-SA-PEG-10 kDa 7,15 87,0 % 64 %
CMP-SA-PEG-20 kDa 10,52 95,7 % 77 %
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En la Tabla 3, el peso seco es el peso del solido después de la liofilizacion. La pureza se determiné dividiendo la
cantidad de producto en el producto liofilizado como se ha determinado por RP-HPLC entre la cantidad total de
sélido en la muestra liofilizada (supuesta como la masa de producto de 10.600 Dalton para CMP-SA-PEG-10 kDa o
20.600 Dalton para CMP-SA-PEG-20 kDa). Se calcularon las recuperaciones globales para el proceso de
produccion (las etapas de reaccién, evaporacion de disolvente, purificacién en AEX, concentracion/diafiltracion y
liofilizacion) basandose en la relacion de moles de producto obtenida dividida entre los moles del reactivo limitante
(CMP-SA-Glu) usado en la reaccién de acoplamiento multiplicado por la fraccién del grupo de productos procesado x
100 %.

3.2. Filtracion de flujo tangencial del grupo de pr ~ oductos de CMP-SA-glicerol-PEG-20 kDa

Se desalo el grupo de productos en Q Sepharose Big Beads segun el Ejemplo 2.3 (2,0 I) por filtraciéon de flujo
tangencial usando los parametros de proceso resumidos en la Tabla 1, anteriormente. Se conect6 una bomba
peristaltica Masterflex L/S con tubo flexible de silicona (L/S 24) a un mini-soporte Pellicon-2 de Millipore equipado
con tres “MINI” filtros Pellicon 2 de 1 kDa de Millipore (membrana de celulosa regenerada de 1 kDa PLAC-V; tipo de
tamiz: V; 0,1 m?). Se transfirieron aproximadamente 500 ml de la disolucién acuosa de producto a una botella de
PETG de 500 ml, que se sumergié en un bafio de hielo. La disolucion se agitd6 usando una barra de agitacion
magnética y la temperatura se monitorizé y se mantuvo a 4 °C durante todo el proceso. Tanto la linea de
alimentacién como la linea de retenido se dispusieron dentro de la botella de PETG sobre el sistema de TFF. Los 1,5
| restantes de disolucion, también enfriados usando un bafio de hielo, se alimentaron en la botella de PETG
mediante otro tubo flexible de silicona (L/S 25) usando una segunda bomba peristaltica Masterflex. La velocidad de
flujo de transferencia de la segunda bomba se estableci6 igual a la velocidad de flujo del permeado del proceso de
TFF con el fin de mantener un volumen constante en la botella de PETG de alimentaciéon. La disolucion de
permeado se recogié como fracciones de 500 ml usando una probeta graduada de 500 ml y se transfirieron a
botellas de almacenamiento. La velocidad de flujo inicial de la bomba peristaltica se establecié a 1200 ml/min,
entonces la valvula de retenido se ajustd para mantener una TMP constante (~22 psi) durante todo el proceso.
Durante el procesamiento, la disolucién de permeado se muestred después de cada recogida de 500 ml y se
registraron el pH y la conductividad. También se registr6 manualmente la velocidad de flujo del permeado. Una vez
se habia concentrado el volumen original de la disolucion de producto en la alimentacion (2,0 I) a un volumen total
de aproximadamente 500 ml, entonces se diafiltré la disolucién de retenido. Se afiadié agua de RO enfriada (4 °C) a
la botella de retenido de PETG conectada al sistema de TFF a una tasa para mantener un volumen constante
durante la diafiltracion. La disolucién de permeado se muestred continuamente cada 500 ml y se registraron la
conductividad y el pH. Una vez el volumen de permeado habia alcanzado ~2000 ml y la conductividad de la
disolucién de permeado disminuy6é a 56 microS/cm, se detuvo la bomba de transferencia. A continuacion, la
disolucidn de retenido se transfirié a otra botella de PETG (1 1). Se afiadié agua de RO (150 ml) a la botella de PETG
de alimentacion y se recirculd mediante el sistema de TFF durante 5 min. Entonces se combinaron la disolucién de
retenido original y la disolucion de retenido de lavado. La recuperacion de la etapa de TFF global en CMP-SA-PEG-
20 kDa fue del 112 % como se ha determinado por analisis de HPLC (Tabla 3). La disolucién de retenido combinada
(530 ml, pH=7,81, 110 microS/cm) se liofilizé dando 0,52 g (rendimiento del proceso global del 77 %) como un soélido
blanco que fue el 96 % puro por el presente método de andlisis (Tabla 3). El producto liofilizado se analizé por RMN
1H.

3.3. Filtracién de flujo tangencial del grupo de pr  oductos de CMP-SA-glicerol-PEG-40 kDa

Se desal6 el grupo de productos en Q Sepharose Big Beads segun el Ejemplo 2.4 (4,05 I) por filtracion de flujo
tangencial (TFF) usando los parametros de proceso resumidos en la Tabla 4, a continuacién. Se conecté una bomba
peristaltica Masterflex L/S (bomba de TFF) mediante tubo flexible de silicona (L/S 35) a un soporte Pellicon-2 de
Millipore equipado con dos membranas de celulosa regeneradas Pellicon 2 de 1 kDa de Millipore; tipo de tamiz: V;
0,5 m2. Se transfirié aproximadamente 1 | de la disolucién acuosa de producto a una botella de PETG de 1 | que se
sumergié en un bafio de hielo. La disolucién se agit6 con una barra de agitacion magnética y la temperatura se
monitorizé durante el proceso entero. La disolucion de producto restante se enfrid en un bafio de hielo y la disolucion
se aliment6 en la botella de PETG mediante tubo flexible de silicona (L/S 25) por una segunda bomba peristaltica
Masterflex. La velocidad de transferencia de la segunda bomba se estableci6 igual a la velocidad de flujo del
permeado con el fin de mantener un volumen constante en la botella de PETG. Tanto la linea de alimentacién como
la linea de retenido se dispusieron dentro de la botella de PETG sobre el sistema de TFF. La disolucién de
permeado se recogié como fracciones de 1,0 | en una probeta graduada de 1,0 | y se transfiri6 a botellas de
almacenamiento. La velocidad de flujo inicial de la bomba peristaltica de TFF se establecié a 2,4 I/min, y la valvula
de retenido se ajustd para mantener una TMP constante (~20 psi) durante todo el proceso. La disolucion de
permeado se muestre6 después de cada recogida de 1,0 | de disolucién, y se registraron el pH y la conductividad.
También se registr6 manualmente la velocidad de flujo del permeado. Una vez se habian concentrado los 4,0 |
originales de la disolucién de producto a un volumen total de aproximadamente 1,0 |, se diafiltr6 el retenido. Se
afiadid agua de RO enfriada (4 °C) a la botella de retenido de PETG a una tasa para mantener un volumen
constante durante la diafiltracion. La disolucién de permeado se muestred continuamente cada 1,0 I. Una vez el
volumen total de la disolucién de permeado habia alcanzado ~4,0 | y la conductividad de la disolucion de permeado
habia disminuido a 56 microS/cm, se detuvo la bomba de transferencia. A continuacion, la disolucién de retenido se
transfirid a otra botella de PETG (2 I). Se afadi6 agua de RO (350 ml) a la botella de retenido de PETG y se re-
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circuld en el sistema de TFF durante 5 min. A continuacidon se combinaron la disoluciéon de retenido original y la
disolucién de retenido de lavado. La recuperacion de la etapa de TFF global de CMP-SA-glicerol-PEG-40 kDa fue
del 93 % basado en el analisis de HPLC del grupo de retenido final y el grupo de intercambio i6nico original (Tabla 5,
proceso n° 1). La disolucion de producto de TFF final (1060 ml, pH 7,60, 66 microS/cm) se liofilizé proporcionando
5,82 g (rendimiento del progreso global del 67 %) de un sélido blanco con una pureza del 92 % por HPLC (Tabla 6,
proceso 1). El producto liofilizado se analizé por RMN H.

Tabla 4:
Parametros de proceso para la operacién unitaria de filtracion
glicerol-PEG-40 kDa

de flujo tangencial (TFF) para CMP-SA-

Membrana Dos membranas de celulosa regenerada Millipore 1K Pellicon 2 de
0,5 m?, tamiz de tipo V
Area de la membrana, m2 1,0
TMP 20 £ 1 psig
Flujo 3 LMH
Volumen de retenido (1) 1| (después de la concentracion y durante toda la diafiltracion)
Tampén de equilibrio/diafiltracion Agua de RO

Criterios de diafiltracion
Tiempo de procesamiento total
Temperatura (°C)
Condiciones de CIP
Condicién de almacenamiento de la

= 3 volimenes de DF (3000 ml totales)
Aproximadamente 3 horas

< 15 °C (temperatura 6ptima de 4-8 °C)
NaOH 0,1 M, mantenimiento 30 minutos
NaOH 0,1 M o 20 % de etanol

membrana
Tabla 5:

Resultados de la operacion unitaria de fi Itracion de flujo tangencial para CMP-SA-glicerol -PEG-40 kDa
Area de la NWP Volumen Temp pH del Conductividad Recuperacion
membrana I/h/psig/m 2 de inicial/ retenido del retenido

(m?) retenido (1) final (°C) (mcS/cm)
Lote 1,0 0,15 1 15-12 7,6 66 93 %
1
Lote 1,0 0,15 1 13-10 7,0 45 86 %
2

En la Tabla 5, el volumen de retenido se determind después de la concentracion y desalacion de la disolucién de
alimentacion inicial. La temperatura del retenido inicial en el sistema se midi6 al principio de la etapa de
concentracion. La temperatura del retenido final se determiné al final de la etapa de diafiltracion. El pH del retenido
se determind después de la combinacion del primer retenido (después de la concentracion y diafiltracion) con el
retenido de lavado del sistema. La conductividad del retenido se midié después de la combinacion del primer
retenido (después de la concentracion y diafiltracién) y el retenido de lavado del sistema. La recuperacion de
producto se calculé de la relacion del producto en el conjunto de retenido de TFF final (concentracion de RP-HPLC x
volumen) con respecto a la del conjunto de IEX de partida (concentracion de RP-HPLC x volumen).

Tabla 6:
Resultados resumen del p roceso para la produccion de CMP  -SA-glicerol -PEG-40 kDa
Peso seco (Q) Cantidad (g) Pureza Recuperaciéon global
Lote 1 5,82 5,14 92,0 % 67 %
Lote 2 5,36 4,81 93,1 % 62 %

En la Tabla 6, se calcul6 la masa de producto a partir del valor de concentracién de RP-HPLC y el volumen del
grupo de retenido de TFF. La pureza se determind usando RP-HPLC y se calculé usando el peso molecular de
mMPEG del certificado de andlisis del fabricante (NOF) para la masa de CMP-SA-glicerol-PEG-40 kDa (43.347
Daltons). Se calcularon recuperaciones globales para la reaccion combinada, cromatografia y procesos de TFF
basandose en la relacion de moles de producto obtenido (a partir del peso seco) dividida entre los moles de reactivo
limitante en la reacciéon multiplicado por la fraccién del conjunto de productos procesado x 100 %.

Ejemplo 4:

Experimentos de desalacién adicionales usando ultraf iltracién
4.1. Desalacion de CMP-SA-glicerol-PEG-40 kDa usando u  na membrana de 5 kDa

Se conect6 una bomba peristaltica Masterflex L/S mediante tubo flexible de silicona (L/S 15, n°® 96400-15) a un mini-

soporte Pellicon-2 de Millipore equipado con un filtro “MINI” Pellicon 2 de 5 kDa de Millipore (membrana de celulosa
regenerada de 5 kDa PLCC; tipo de tamiz: C, 0,1 m?). El sistema se lavé con 2 | de agua a 1000 ml/min. A
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continuacién se recirculé agua (2 I) en el sistema a 1000 ml/min, y se recogieron aproximadamente 500 ml de
permeado con una TMP de 20 psi. La conductividad del retenido se midi6 como 3 microS/cm. La permeabilidad del
agua normalizada (NWP) se midié como ~1,4 I/lh/m?/psi. Se disolvié el CMP-SA-glicerol-PEG-40 kDa (4,0 g) en 200
ml de agua Milli Q enfriada en una botella de plastico de 500 ml, que se sumergié en un bafio de hielo. La disolucion
se agitdé con una barra de agitacion magnética. Tanto la linea de alimentacion como la linea de retenido se
dispusieron dentro de la botella. La disolucion se recirculé a través del sistema durante 5 min a 500 ml/min. A
continuacion se aument6 la velocidad de la bomba a 1000 ml/min y la presion del retenido se ajusté a 13 psi, que
proporciond una presién de alimentacion de 25 psi y TMP de 19 psi. La TMP se mantuvo constante durante el
proceso. El permeado se recogié en fracciones de 100 ml, se registraron el tiempo correspondiente para cada
fraccion y la temperatura del retenido. Se usé una segunda peristaltica para transferir agua Milli Q enfriada para
mantener un volumen constante en la botella de retenido. La etapa de dialisis se complet6é cuando se recogieron 600
ml del permeado. La conductividad de la fraccion de 100 ml final fue 12 microS/cm. La temperatura del retenido
estuvo entre 15-16 °C durante el proceso. La velocidad de flujo del permeado promedio fue 28,6 ml/min con un flujo
calculado de 17,2 I/h/m?. La tasa de permeado normalizada fue 0,90 I/h/m?/psi. El retenido se transfirié a una botella
separada, y el sistema se recircul6 con 100 ml de agua durante 5 min. A continuaciéon se combinaron la disolucion
de retenido original y la disoluciéon de retenido de lavado. Se liofilizaron las disoluciones de retenido combinadas
finales (~350 ml, pH 6,6, 33 microS/cm) para proporcionar 3,92 g de un sélido blanco con una recuperacion del 98 %
(Tabla 7).

4.2. Desalacion de CMP-SA-glicerol-PEG-40 kDa usando u  na membrana de 3 kDa

Se conect6 una bomba peristaltica Masterflex L/S mediante tubo flexible de silicona (L/S 15, n® 96400-15) a un mini-
soporte Pellicon-2 de Millipore equipado con un filtro “MINI” Pellicon 2 de 3 kDa de Millipore (membrana de celulosa
regenerada de 3 kDa PLCC; tipo de tamiz: C, 0,1 m?). El sistema se lavé con 2 | de agua a 1000 ml/min. A
continuacion se recirculd con 2 | de agua a 1000 ml/min y se recogieron aproximadamente 500 ml de permeado con
una TMP a 20 psi. La conductividad del retenido se midi6 como 5 microS/cm. La permeabilidad del agua
normalizada (NWP) se midié como ~0,75 I/h/m?/psi. Se disolvi6 CMP-SA-glicerol-PEG-40 kDa (4,0 g) en 200 ml de
agua Milli Q enfriada en una botella de plastico de 500 ml, que se sumergié en un bafio de hielo. La disolucion se
agité con una barra de agitacion magnética. Tanto la linea de alimentacidon como la linea de retenido se dispusieron
dentro de la botella. La disolucion se recirculd a través del sistema durante 5 min a 500 ml/min. A continuacion se
aumento la velocidad de la bomba a 1000 mi/min y la presion del retenido se ajusté a 20 psi proporcionando una
presion de alimentacion de 20 psi y una TMP de 20 psi. La TMP se mantuvo constante durante el proceso. El
permeado se recogio en fracciones de 100 ml, se registraron el tiempo correspondiente para cada fraccion y la
temperatura del retenido. Se usé una segunda peristaltica para transferir agua Milli Q enfriada para mantener un
volumen constante en la botella de retenido. La etapa de didlisis se completé cuando se recogieron 600 ml del
permeado. La conductividad de la fraccion de 100 ml final fue 34 microS/cm. La temperatura del retenido estuvo
entre 13-15 °C durante el proceso. La velocidad de flujo del permeado promedio es 16,7 mi/min, y el flujo calculado
fue 10,0 I/h/m? y la tasa de permeado normalizada fue 0,50 I/h/m?/psi. El retenido se transfirié a una botella separada
y el sistema se recirculé con 100 ml de agua durante 5 min. A continuacion se combinaron la disolucion de retenido
original y la disolucién de retenido de lavado. Se liofilizaron las disoluciones de retenido combinadas (~300 ml, pH
7,4, 56 microS/cm) proporcionando 3,86 g de un sélido blanco con una recuperacion del 95 % (Tabla 7).
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En la Tabla 7, la temperatura es el intervalo de temperatura del retenido en el sistema durante todo el proceso de
diafiltracion. La conductividad se midié en el retenido después de la combinacién del primer retenido (después de la
diafiltracion) y el retenido de lavado del sistema. Se calculé la recuperacion de producto a partir de la relacion de la
masa del producto de TFF liofilizado con respecto a la de CMP-SA-glicerol-PEG usada para preparar la disolucion
original para TFF (4 g).

Ejemplo 5:

Optimizacion de la reaccion de acoplamiento (PEGilaci  6n)

Se optimizé la reaccion de acoplamiento usada para formar CMP-SA-PEG-10 kDa para mejorar los rendimientos de
conversion y simplificar las manipulaciones de proceso durante la reaccion (Tabla 8). Se requirié un ligero exceso
molar de reactivo de mPEG-pNP (1,2-1,5 eq. molares) para obtener los mayores rendimientos de conversion. Las

reacciones se realizaron en THF/agua (4/1) a concentraciones de CMP-SA-glicina entre 3,4 - 3,7 mM y
concentraciones de mPEG-pNP entre 50-55 mg/ml.
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En la Tabla 8, PEG-pNP es PEG-pNP de 10 kDa (MW supuesto: 10.000 Dalton, supuesto el 100 % de activacion),
tampon es la cantidad de tampon fosfato (0,5 M) afladida para mantener el pH de la reaccion y pH es el intervalo de
pH observado durante la reaccion de acoplamiento. La relacién de las cantidades de PSC con respecto a GSC
después de completarse la reaccién de acoplamiento se midi6 usando HPLC. Todos los calculos incorporan una
pureza en peso seco del 73,5 % de pureza para GSC (CMP-SA-glicina) como sal de disodio (MW = 673) y suponen
un peso molecular de 10.000 Daltons para mPEG-pNP de 10 kDa y 10.700 Daltons para CMP-SA-PEG-10 kDa.
Todas las reacciones se realizaron entre aproximadamente 19 y aproximadamente 20 °C. La masa y los moles de
GSC afiadido a cada reaccién se corrigieron para la pureza del reactivo real. Tiempo de reaccion es el tiempo de
reaccion total. La concentracion de PSC después de la reacciéon estuvo completa como se ha determinado por
HPLC. El rendimiento de conversion se basé en la relacion de cantidades de PSC (HPLC) con respecto a GSC
(cantidad usada). Las reacciones 1 a 4 se analizaron por RP-HPLC usando CMP-SA-PEG-10 kDa como patron de
calibracion. Las reacciones 5 a 10 usaron CMP-SA-glicina como patrén de calibraciéon.

Los datos indican que un pH inicial de 8,6-8,7 de la mezcla de reaccién era critico en lograr los rendimientos de
conversion mas altos (Tabla 8). El intervalo de pH éptimo durante todo el proceso estuvo entre aproximadamente 8,0
y 8,8. Cuando el pH disminuy6 por debajo de 8,0, la reaccion se ralentizé espectacularmente, produciendo malos
rendimientos de conversién. Se tuvo cuidado en no permitir que el pH disminuyera por debajo de 7,0, ya que CMP-
SA-glicina y CMP-SA-PEG se descomponen bajo estas condiciones debido a la hidrélisis para formar CMP, acido
sialico-glicina y acido sialico-PEG (Figura 3). A un pH superior a 8,8, el reactivo de mPEG-pNP de 10 kDa se
hidrolizé rapidamente conduciendo a bajos rendimientos de conversion (Figura 1, Tabla 8: reacciones 1y 2). Ciertos
reactivos de CMP-SA-glicina contuvieron NaOH residual (para asegurar la forma de sal de sodio de este reactivo),
gue cred disoluciones con un pH >10 cuando se disolvié en agua. Por tanto, las primeras etapas en establecer la
reaccion de acoplamiento que implicaron disolver CMP-SA-glicina en agua requirieron la adicién de tampoén (fosfato
de sodio, pH 4,6) para reducir el pH a aproximadamente 8,6 antes de la adicion de mPEG-pNP. Después del ajuste
del pH, se afiadi®6 MPEG-pNP a la mezcla de reaccion y las mezclas de reaccién se mantuvieron a temperatura
ambiente (aproximadamente 19-20 °C). A medida que avanzaron las reacciones, el tampon fosfato afiadido previno
gue el pH disminuyera por debajo de 8,0 a medida que se formo la especie acida p-nitrofenol. Sin embargo, si el pH
disminuyé a 8,0, se us6 hidréxido sodico (0,1 N) para aumentar el pH a 8,6.

Fue ocasionalmente dificil lograr una lectura de pH estable debido a la viscosidad de la mezcla de reaccion,
especialmente para las reacciones que implican los mayores PEG. Se usaron mayores concentraciones de mPEG-
pNP para los mayores PEG (20 kDa y glicerol-40 kDa) para aumentar los rendimientos. Se usaron concentraciones
de 100 mg de mPEG-pNP/ml de mezclas de reaccion con concentraciones de CMP-SA-glicina de 3.3 (Tablas 9 y
10). Los rendimientos de conversién aumentaron aproximadamente el 10 % cuando se usaron mayores
concentraciones de PEG (Tabla 10, reacciones 1-4).

Las reacciones de acoplamiento requirieron entre aproximadamente 24 y aproximadamente 72 h hasta completarse.
Las reacciones se monitorizaron usando RP-HPLC. Se requirieron tiempos de reaccion tan largos de
aproximadamente 48 a aproximadamente 72 h para algunas condiciones de reaccion, especialmente aquellas que
implican moléculas de PEG mayores.

No se observé diferencia significativa en los rendimientos de conversion cuando se usaron diferentes relaciones de
reactivos de acoplamiento (GSC y glicerol-mPEG-carbonato de p-nitrofenilo de 40 kDa). La Tabla 10 muestra que
una reaccion con 1,4 eq. en moles de GSC/1 eq. en moles de PEG activado tuvo el mismo resultado que una
reaccion que contiene 1,1 eq. en moles de PEG activado/eq. en moles de GSC bajo condiciones de otro modo
idénticas (reacciones 2 y 3). Aungue puede ser posible aumentar el rendimiento de la conversiéon usando un exceso
mucho mayor de glicerol-mPEG-carbonato de p-nitrofenilo de 40 kDa, la economia del proceso seria mucho menos
favorable.

La reaccion de PEGilacion para producir CMP-SA-PEG-20 kDa y CMP-SA-glicerol-PEG-40 kDa también se realizd
en 100 % de agua (sin THF) (Tabla 9). Se supuso inicialmente que en ausencia de THF, el proceso de reaccién
podria avanzar mas rapidamente y el propio proceso ya no requeriria evaporacion rotatoria como operacion unitaria.
Los resultados indican que es posible una reaccion acuosa. Sin embargo, para la reaccion de 20 kDa, se requirié
amplia monitorizacion y ajuste del pH con NaOH 0,1 N, especialmente durante las horas iniciales de la reaccion.
Como resultado, no se observaron ahorros de tiempo significativos. Ademas, cuando se us6 100 % de agua para
producir CMP-SA-glicerol-PEG-40 kDa, el glicerol-mPEG-carbonato de p-nitrofenilo no se disolvié facilmente. Esto
afect6 la tasa y el rendimiento de conversién de la reaccion. También se examinaron diferentes tampones como
parte del proceso de optimizacién de la PEGilacion usando solo agua como disolvente. Sin embargo, tanto el
tampon bicarbonato sédico (10 mM, pH 8,1) como el tampdn borato de sodio (10 mM, pH 8,6) produjeron menores
rendimientos de conversién (Tabla 10).
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En la Tabla 9, GSC es CMP-SA-glicina y PSC es CMP-SA-PEG-20 kDa. Todos los célculos incorporan una pureza
en peso seco del 73,5 % de pureza (HPLC) para GSC como sal de disodio (673 Daltons) y suponen un peso
molecular de 20.000 Daltons y 100 % de activacion para mPEG-pNP de 20 kDa y un peso molecular de 20.700
Daltons para CMP-SA-PEG-20 kDa. La masa y los moles de GSC afiadidos a cada reaccion se corrigieron para la
pureza del reactivo real. “Tampoén” indica la cantidad de tamp6n fosfato (0,5 M) afiadida para mantener el pH de la
reaccion. “Intervalo de pH” indica el intervalo de pH observado durante la reacciéon de acoplamiento. “Tiempo de
reaccion” es el tiempo de reaccion total. La relaciéon de las cantidades de PSC con respecto a GSC se determino
después de completarse la reaccién de acoplamiento por HPLC. La concentracién de PSC después de la reaccién
estuvo completa como se ha determinado por HPLC. Los rendimientos de conversion se basan en la relacion de
cantidades de PSC con respecto a GSC como se ha determinado por HPLC.
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En la Tabla 10, GSC es CMP-SA-glicina y PSC es CMP-SA-PEG-40 kDa. Todos los céalculos incorporan una pureza
en peso seco del 73,5 % de pureza para GSC como sal de disodio (673 Daltons) y suponen un peso molecular de
42.843 Daltons para mPEG-pNP de 40 kDa (90 % de activacion) y un peso molecular de 40.700 Daltons para CMP-
SA-glicerol-PEG-40 kDa. La masa y los moles de GSC afiadidos a cada reaccién se corrigieron para la pureza del
reactivo real. “Tamp6n” indica la cantidad de tampon fosfato (0,5 M) afiadida para mantener el pH de la reaccion.
“Intervalo de pH” indica el intervalo de pH observado durante la reaccién de acoplamiento. “Tiempo de reaccion” es
el tiempo de reaccion total. La relacién de las cantidades de PSC con respecto a GSC se determin6 después de
completarse la reaccion de acoplamiento por HPLC. La concentracién de PSC después de la reaccién estuvo
completa como se ha determinado por HPLC. Los rendimientos de conversion se basan en la relacién de cantidades
de PSC con respecto a GSC como se ha determinado por HPLC. Las reacciones 8 y 9 se realizaron usando 10 ml
de tampdn borato de Na 10 mM, pH 8,6 como sustitucion para el tampdn fosfato de sodio.

Ejemplo 6:

Procesos a modo de ejemplo para la produccion de CMP  -SA-PEG
6.1. Proceso a modo de ejemplo para la produccion de CMP-SA-PEG-10 kDa

Se disolvi6 CMP-SA-glicina en agua y THF (1 parte con respecto a 4 partes) a una concentracion de 3,4 mM. La
disolucién se ajust6 a pH 8,6 con fosfato de sodio y a continuacion se afiadio reactivo de mPEG-pNP de 10 kDa (1,5
equivalentes en moles con respecto a los moles reales de CMP-SA-glicina). La reaccion se agité a temperatura
ambiente durante 20-48 horas mientras que se mantenia el pH a 8,6. La reaccién se monitoriz6 por RP-HPLC y
cuando se completd, la mezcla de reaccion se concentrd6 mediante evaporacion rotatoria para eliminar el THF. La
mezcla de reaccion acuosa concentrada se diluyé con agua (400 ml) a un volumen final que era 1,7 veces el
volumen de reaccion original. Se midi6 la conductividad y fue inferior a 1 mS/cm. La disolucién de producto diluida se
cargo6 sobre una columna de Q-Sepharose Big Beads (10 g de reactivo de PEG por litro de resina con al menos una
altura del lecho de resina de 10 cm) a una velocidad de flujo de 50 cm/h. El material de no union se lavo de la
columna con 2 VC de agua. La impureza de SA-PEG-10 kDa se eluyé de la columna con NaHCO3 5 mM (0,6 VC) a
una velocidad de flujo de 100 cm/h. El producto puro, CMP-SA-PEG-10 kDa, se eluyé con NaHCOz 30 mM (3 VC)
también a una velocidad de flujo de 100 cm/h. La fracciéon de producto empezé cuando la lectura de UV271 subié
por encima de la linea de base tras el pico de impureza de SA-PEG y termind en aproximadamente el 5 % del
maximo del pico en el lado trasero del pico de producto como se muestra en la Figura 4. El producto reunido se
enfri6 a 4°C y se concentré 3 veces (a una concentracion de producto de aproximadamente 14 g/l) usando un
sistema de filtracion de flujo tangencial que usé membranas de celulosa regeneradas de 1 kDa. Se usé diafiltracion
del retenido con agua a 4 °C (4 volimenes de retenido) para eliminar la sal y continué hasta que la conductividad del
permeado se aproxim6 a la del agua de alimentacion. A continuacion, la disolucion de CMP-SA-PEG-10 kDa
purificada se congel6 y se liofiliz6 a sequedad.

6.2. Proceso a modo de ejemplo para la produccién de CMP-SA-PEG-20 kDa

Se disolvi6 CMP-SA-glicina en agua y THF (1 parte con respecto a 4 partes) a una concentracion de 3,3 mM. La
disolucién se ajust6 a pH 8,6 con fosfato de sodio y se afiadio el reactivo de mPEG-pNP de 20 kDa (1,5 equivalentes
en moles con respecto a los moles reales de CMP-SA-glicina). La reaccion se agité a temperatura ambiente durante
20-48 horas mientras que se mantenia el pH a 8,6. La reaccion se monitorizé por RP-HPLC y cuando la reaccién se
completo, la mezcla de reaccién se concentrd6 mediante evaporacion rotatoria para eliminar el THF. La mezcla de
reaccion acuosa concentrada se diluyé con agua (300 ml) a un volumen final que era 2,4 veces superior al volumen
de reaccion original total. Se midi6 la conductividad y se verificd que era inferior a 0,8 mS/cm. La disolucion de
producto diluida se cargd sobre una columna de Q-Sepharose Big Beads (10 g de reactivo de PEG por litro de resina
con al menos una altura del lecho de resina de 10 cm) a una velocidad de flujo de 50 cm/h. El material de no unién
se lavé de la columna con 2 VC de agua. La impureza de SA-PEG-10 kDa se eluy6 de la columna con NaHCOs 2
mM (1 VC) a una velocidad de flujo de 100 cm/h. El producto puro se eluydé con NaHCO3z 30 mM (3 VC) también a
100 cm/h (Figura 6). La fraccién de producto que se recogié empezé cuando la lectura de UV271 subié por encima
de la linea de base tras el pico de impureza de SA-PEG, y terminé en aproximadamente el 5 % del pico de producto
méaximo en el lado trasero de ese pico. El producto reunido se enfri6 a 4°C y se concentr6 4 veces (a una
concentracion de producto de aproximadamente 21 g/l) usando un sistema de filtracion de flujo tangencial que
contuvo membranas de celulosa regeneradas de 1 kDa. Se us¢ diafiltracion del retenido con agua a 4 °C (4
volumenes de retenido) para eliminar la sal y continué hasta que la conductividad del permeado se aproximé a la del
agua de alimentacion. La disolucion de CMP-SA-PEG-20 kDa purificada se congeld y se liofilizd a sequedad.

6.3. Proceso a modo de ejemplo para la produccion de CMP-SA-glicerol-PEG-40 kDa

Se disolvi6 CMP-SA-glicina en agua y THF (1 parte con respecto a 4 partes) a una concentracion de 2 mM. La
disolucién se ajusto a pH 8,6 con fosfato de sodio y se afiadié el reactivo de mPEG-pNP de 40 kDa (1,1 equivalentes
en moles con respecto a los moles reales de CMP-SA-glicina). La reaccion se agité a temperatura ambiente durante
60-66 horas mientras que se mantenia el pH a 8,6. La reaccién se monitorizé por RP-HPLC y cuando la reaccién se
completo, la mezcla de reaccién se concentrd6 mediante evaporacion rotatoria para eliminar el THF. La mezcla de
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reaccion acuosa concentrada se diluyd con agua (600 ml) para ajustar el volumen a 3,4 veces el volumen de
reaccion original total y la conductividad a menos de 0,5 mS/cm. La disolucion de producto diluida se carg6 sobre
una columna de Q-Sepharose Big Beads (5 g de reactivo de PEG por litro de resina con al menos una altura del
lecho de resina de 10 cm) a una velocidad de flujo de 30 cm/h. El material de no unién se lavé de la columna con 2
VC de agua. La impureza de SA-PEG-10 kDa se eluyé de la columna con NaHCOz 2 mM (1 VC) a una velocidad de
flujo de 150 cm/h. CMP-SA-glicerol-PEG-40 kDa puro se eluyé con NaHCOs 30 mM (3 VC) también a 150 cm/h
(Figura 7). La fraccion de producto empezd cuando la lectura de UV271 subié por encima del 20 % de la
absorbancia maxima del pico de producto (permitiendo la eliminacion del hombro de impureza de SA-PEG) y terminé
en aproximadamente el 5 % del maximo del pico en el lado trasero del pico de producto (Figura 7). El producto
reunido se enfri6 a 4 °C y se concentrd 4 veces usando un sistema de filtracion de flujo tangencial que contuvo
membranas de celulosa regeneradas de 1 kDa (a una concentraciéon de producto de aproximadamente 6 g/l). La
concentracion adicional estuvo limitada por el gran volumen de trabajo requerido por el sistema. Se us6 diafiltracion
del retenido con agua a 4 °C (4 volimenes de retenido) para eliminar la sal y continué hasta que la conductividad del
permeado se aproximé a la del agua de alimentacion. La disolucion de CMP-SA-glicerol-PEG-40 kDa purificada se
congelé y se liofilizé a sequedad.

Ejemplo 7:

Optimizacion de las condiciones de intercambio ani6 nico

Se seleccion6 resina Q-Sepharose Big Beads de GE Healthcare como la resina de eleccién para la purificacion de
CMP-SA-PEG debido a que las resinas tienen bajo coste, alta capacidad de unién, altas velocidades de flujo lineales
y funcionalidad de unién a iones de amina cuaternaria. Se examinaron diferentes formas de contraion de la resina
para su capacidad para unirse a CMP-SA-PEG, que incluyeron iones cloruro, hidréxido, fosfato y bicarbonato. Se
observd que CMP-SA-PEG tuvo una baja avidez de unién por esta resina, lo mas probablemente debido a los
grandes restos de PEG sobre el reactivo que interfieren con las interacciones iénicas de reactivo-resina. Como
resultado, las conductividades de las disoluciones de carga se eligieron para ser inferiores a 1 mS/cm.

CMP-SA-PEG no se unieron a la forma de cloruro de la resina, pero se unieron a las formas de hidréxido, fosfato y
bicarbonato (Tabla 11). La forma de hidréxido de la resina no pudo usarse en el procesamiento, ya que cuando
CMP-SA-PEG se eluyd usando cloruro sddico, no pudo lograrse resolucion de SA-PEG vy el pH de la disolucion se
volvi6 muy basico. El aumento en pH provocéd la descomposicion de CMP-SA-PEG (Tabla 11). La elucion del
producto de la forma de fosfato de la resina usando fosfato de sodio (pH 7,5 o pH 8,0) proporciondé mala resolucion
de los contaminantes (Tabla 11).

Solo la elucion del producto de la forma de bicarbonato de la resina Q-Sepharose Big Beads con bicarbonato sédico
como tampoén de elucion proporcioné la separacion de muchos de los contaminantes relacionados en la disolucién
de alimentacion que incluye CMP, SA-PEG y CMP-SA-glicina (Figura 5). Fue necesario un estrecho gradiente de
NaHCOs o método de elucion en pequerias etapas para eluir selectivamente CMP-SA-PEG de SA-PEG, que puede
formarse durante la reaccién o proceso de produccion. Solo se requiri6 un aumento de etapa muy pequefio en la
conductividad para eluir SA-PEG y CMP-SA-PEG (NaHCOs < 30 mM, < 2,7 mS/cm). Sin embargo, los otros
componentes de la reaccion de union (CMP, CMP-SA-glicina, p-nitrofenol) se eluyeron todos solo cuando se usaron
concentraciones de NaHCOs mucho mayores.

Tabla 11:
Purificacion de CMP -SA-PEG-10 kDa con una columna de Q-Sepharose Big Beads usando divers as
condiciones de elucion

Resina Sal de Método de e lucion Resolucion
elucién
Gradiente lineal (sin tampén en el cloruro sédico 1 M) Mala resolucion de
Hidréxido NaCl Nota: El pH de elucién de la columna fue > 11, CMP y GSC; ninguna
produciendo la descomposicion del CMP-SA-PEG resolucion de SA-PEG

fosfato de | Gradientes lineales; fosfato de Na 0-15 mM, pH 7,5en 6 | Mala resolucion de
Fosfato sodio (pH | VC; luego, fosfato de Na 15-140 mM, pH 7,5en5VC;y | CMP y GSC; ninguna

7.5) luego fosfato de Na 0,5 M, pH 7,5. resolucién de SA-PEG
fosfato de . . . Mala resolucién de
Fosfato sodio (pH Gradientes lineales; fosfato de Na 0-30 mM, en 6 VC, CMP y GSC: ninguna

fosfato de Na 30-280 mM en 5 VC, fosfato de Na 0,5 M. resolucién de SA-PEG

Mala resolucion de
Bicarbonato NaCl Gradiente lineal; NaCl 0-0,5 M (sin tampén) en 5 VC CMP y GSC; ninguna
resolucion de SA-PEG
Resolucion parcial de
CMP y GSC; ninguna
resolucion de SA-PEG

7,5)

Gradiente lineal; NaCl 0-0,3 M (sin tamp6n) durante 6

Bicarbonato NacCl Ve
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Elucion en etapas de NaCl 0 a 30 mM (sin tampon); Separacion de CMP y

Bicarbonato NaCl . ; GSC; ninguna
luego gradiente lineal NaCl 30-250 mM durante 5 VC resolucién de SA-PEG
fosfato de Buena resolucién de

Gradiente lineal; fosfato de Na 0-30 mM, pH 8 durante 6 CMP v GSC: ninauna
VC, luego fosfato de Na 30-280 mM en 5 VC y > ’ 9
separacion de SA-PEG

Etapa del 0 al 0,01 % de NaHCOs durante 1,5 VC; luego | Buena resolucion de
bicarbonato | una etapa al 0,1 % de NaHCOs durante 1,5 VC; luego CMP y GSC; ninguna

sédico un gradiente lineal de NaHCO3 30 mM - 280 mM durante | resolucion de SA-PEG
5VC

Gradiente lineal; NaHCO3 0-30 mM en 3 VC, luego
NaHCOs 30 mM durante 2 VC, luego gradiente lineal de
NaHCO3 30-280 mM durante 5 VC

Bicarbonato | sodio (pH
8,0)

Bicarbonato

Excelente  resolucion
de CMP y GSC;
resoluciéon parcial de

bicarbonato

Bicarbonato .
sodico

SA-PEG
. Elucion en etapas; NaHCOs 0-5 mM durante 0,6 VC, Excelente resolucion
bicarbonato de todos los

Bicarbonato luego etapa a NaHCO3 30 mM y mantenimiento durante .
contaminantes

3 VC, luego etapa a NaHCO3 0 NaOH 1 M incluyendo SA-PEG
Cloruro -- CMP-SA-PEG no se une -

sodico

En la Tabla 11, la conductividad de la disolucion de la mezcla de reaccion diluida y de acoplamiento fue <1,0 mS/cm.
Resolucion significa separacion del producto CMP-SA-PEG-10 kDa de otros contaminantes relacionados (por
ejemplo, CMP, GSC, SA-PEG, PEG y p-nitrofenol). PEG y p-nitrofenol se separaron facilmente del producto por
todos los métodos, excepto cuando la resina estuvo en la forma de ién cloruro. También se examiné el tampdn
fosfato a pH 8,0 por los mismos métodos de elucién. Se observaron resultados similares como se observa para el
tampon fosfato a pH 7,5.

Optimizacion de la elucién en etapas.

Usando la forma de HCOs™ de la resina Q Sepharose Big Beads, se optimizaron cuidadosamente las condiciones de
elucion en etapas con tampon NaHCOs para cada producto de CMP-SA-PEG. Se maximizé la resolucion entre el
pico de la impureza SA-PEG que eluye pronto y el producto. Se investigaron pequefias etapas de agua a bajas
concentraciones de NaHCOs (30 mM, 10 mM, 5 mM) para CMP-SA-PEG-10 kDa como se describe en la Tabla 12.
Se logroé la resolucién del nivel inicial entre SA-PEG-10 kDa y el producto con una etapa inicial a NaHCO3 5 mM.
Aunque el producto también eluyé a concentraciéon 5 mM de NaHCOs, el perfil de elucién del pico de producto fue
muy ancho. Por tanto, después de 0,6 VC a 5 mM, el gradiente se escalon6 inmediatamente a NaHCO3z 30 mM.
CMP-SA-PEG-10 kDa puro se recogié muy eficazmente en aproximadamente 1,5 VC a pH 8,3-8,6 como se muestra
en la Figura 3. Las impurezas CMP, CMP-SA-Glu y p-nitrofenol mas estrechamente unidas se eluyeron con una
elucién en etapas a NaHCOs3 1 M. También se recogi6 el pico de SA-PEG-10 kDa, se desal6 (sobre una columna de
G-25, no descrita) y se liofilizd. El andlisis del sélido por RMN *H verific su estructura.

Con el fin de lograr la misma separacion del nivel inicial entre el producto SA-PEG-20 kDa y CMP-SA-PEG-20 kDa,
se requirié una elucion en etapas inicial a NaHCOs 2 mM (Figura 6). El producto también empez0 a eluir a NaHCO3 2
mM. Para evitar un pico de producto de elucién muy ancho, el gradiente se escalon6 a NaHCOs 30 mM después de
solo 1 VC a bicarbonato sédico 2 mM. El producto puro se recogié en aproximadamente 1,5 VC a pH 7,8 (Figura 5).
También se recogio el pico de SA-PEG-20 kDa, se desal6 (sobre una columna G-25, no descrita) y se liofilizé. El
andlisis del sélido por RMN 1H verifico su estructura.

Tabla 12:
Optimizacion de las condiciones de elucién en  Q-Sepharose Big Beads para CMP-SA-PEG-10 kDa
Velocidad de Velocidad
Carga de flui de flui
PEG" o e fujo
volumétrica lineal . .
(gramos de Gradiente Comentarios
Carga/ Carga/
PEGI/I de - 2
resina) Iavado/elycmn elucion
(ml/min) (cm/h)

Lavado con agua 3,2 VC, NaHCOs | Alguna resolucion
10 mM durante 2,5 VC, NaHCOs | de SA-PEG vy
11 g de PEG 10-30 mM durante 1,5 VC, | CMP-SA-PEG,

/1 de resina 1,7/3,413,4 19,2/38:4 NaHCOs 30 mM durante 1 VC, | pero la eluciéon de
NaHCOs 30-280 mM en 5 VC, | producto empieza
NaHCO3 1 M durante 2 VC. a NaHCO3 10 mM.
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Lavado con agua 3,2 VC, NaHCOs | Buena resolucion
5 mM durante 2 VC, NaHCOs 10 | de SA-PEG vy
mM durante 2 VC, NaHCO3 20 mM | CMP-SA-PEG. La
11 g de PEG durante 2 VC, NaHCOs 30 mM | elucién de
2 /1 de resina 1,7/3,413.4 19,2/38.4 durante 2 VC, NaHCO3 30-280 mM | producto empieza
durante 1 VC, NaHCO3 280 mM-1 | a NaHCO3 10 mM.
M durante 1 VC, NaHCOs 1 M
durante 2 VC.
Lavado con agua 2,2 VC, NaHCOs | Mala  resolucion
11 g de PEG 30 mM durante 3 VC, NaHCO3 30- | de SA-PEG vy
3 /1 de resina 1,7/3,4/8,9 19,2 /100 280 mM durante 1 VC, NaHCOs | CMP-SA-PEG.
280 mM-1 M durante 1 VC,
NaHCO3 1 M durante 2 VC.
Lavado con agua 2,2 VC, NaHCOs | Ninguna
22 g de PEG 30 mM durante 3 VC, NaHCOs 30- | resolucién de SA-
4 Il de resina 1,7/13,4/13,4 19,2/38,4 | 280 mM durante 1 VC, NaHCOs | PEG y CMP-SA-
280 mM-1 M durante 1 VC, | PEG.
NaHCO3 1 M durante 2 VC.
Lavado con agua 2,2 VC, NaHCOs | Mejor separacion
11 g de PEG 5 mM durante 0,6 VC, NaHCO3 30 | de SA-PEG vy
5 /1 de resina 1,7/8,9/8,9 19,2/100 mM durante 3 VC, NaHCOs 1 M | CMP-SA-PEG.
durante 7 VC.
Lavado con agua 2,2 VC, NaHCOs | Mejor separacion
5 mM durante 0,6 VC, NaHCO3 30 | de SA-PEG vy
mM durante 3 VC, NaHCOs 30-280 | CMP-SA-PEG.
mM durante 1 VC, NaHCOs 280 | Carga baja
6 8,2gde P_EG 1,7/8.9/8.9 19.2/100 mM-1 M durante 1 VC, NaHCOz 1 | involuntaria de la
/1 de resina M durante 7 VC. columna.
Identidad recogida
y confirmada de
todos los picos
por RP-HPLC.
Lavado con agua 2,2 VC, NaHCOs | Mejor separacion
10 g de PEG 5 mM durante 0,6 VC, NaHCO3 30 | de SA-PEG vy
7 /| de resina 65/130 50/100 mM durante 3 VC, NaHCOz 1 M | CMP-SA-PEG.
durante 7 VC. Figura 3.

En la Tabla 12, la columna de Q Big Beads es GE XK-26 (2,6 cm x 18,8 cm, 100 ml), forma de i6n bicarbonato para
los experimentos 1-6 y columna GE BPG 100/500 (10 cm x 26 cm, 2 |), forma de bicarbonato para el experimento 7.
La carga de PEG se calculd a partir de la masa de 10 kDa-mPEG-pNP en gramos usada en la reaccion fuente
multiplicada por la fraccién del volumen de reaccion final que se carg6 sobre la columna dividido entre el volumen de
la columna en litros.

CMP-SA-glicerol-PEG-40 kDa se uni6 muy débilmente a la resina Q-Sepharose Big Beads. El producto y el
subproducto SA-PEG se eluyeron ambos usando una elucién en etapas a NaHCOs 2 mM. La impureza SA-PEG-40
kDa se resolvié parcialmente como un hombro muy pequefio en el borde delantero del pico de producto (Figura 8).
Cuando se recogi6 CMP-SA-glicerol-PEG-40 kDa usando bicarbonato sédico 2 mM, se recogié un amplio pico de
elucién (3 VC). El pH de este pico de elucion fue solo 6,5, que caus6 descomposicion del producto.

Por tanto, SA-PEG-40 kDa eluyé usando una elucién en etapas con bicarbonato sédico 2 mM (1 VC). El producto se
eluyé entonces aumentando la elucién en etapas con NaHCOz 30 mM para eluir rapidamente el producto como se
muestra en la Figura 7. Usando estas condiciones, el producto CMP-SA-glicerol-PEG-40 kDa se recogio de la
columna en 2 VC con un pH de 7,4. No fue necesario ajuste adicional del pH. La forma de pico poco usual
observada en la Figura 5 podria prevenirse acortando la etapa de NaHCOs 2 mM de 1 volumen de columna (VC)
completo de eluciéon a 0,5 VC, como se hizo con el producto de 10 kDa (Figura 4). Se encontré rutinariamente que
las recuperaciones de la etapa de proceso para esta operacion unitaria eran superiores al 95 como se ha
determinado por RP-HPLC (Figuras 7). También se recogio el pico de SA-PEG-40 kDa vy se liofilizé. El andlisis del
s6lido por RMN *H verifico su estructura.

Parametros de proceso. Las mezclas de reaccion evaporadas en rotovapor de los productos de CMP-SA-PEG-10
kDa y 20 kDa se diluyeron preferentemente hasta que las conductividades se redujeron a menos de 1y 0,8 mS/cm,
respectivamente. Ademas, el pH de la disolucién estuvo preferentemente entre 7,1 - 7,6 para garantizar la captura
completa del producto. Las disoluciones diluidas se cargaron sobre la columna de AEX a concentraciones que se
correspondieron con 10 g de reactivo de partida de mMPEG-pNP activado usado para la reaccion por litro de resina de
AEX. Podrian usarse mayores cargas por columna de producto para el producto de CMP-SA-PEG-10 kDa (22 g de
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mMPEG-pNP/I de resina), pero se perdia la resolucion entre SA-PEG y CMP-SA-PEG-10 kDa (Tabla 11).

La conductividad de las mezclas de reaccion evaporadas en rotovapor de CMP-SA-glicerol-PEG-40 kDa se redujo
preferentemente a por debajo de 0,5 mS/cm por diluciéon con agua. Ademas, el pH de la disoluciéon estuvo
preferentemente entre 7,1 - 7,6 para asegurar la captura completa del producto. Un estudio de carga a pequefia
escala indicé que se requiere aproximadamente 1 litro de resina Q-Sepharose Big Beads por cada 5 gramos de
reactivo de partida de mMPEG-pNP de 40 kDa usado en la reaccion. Asi, una columna de 4 | debe ser suficiente para
capturar el producto de reaccién de CMP-SA-glicerol-PEG-40 kDa que empez6 con 20 g de mPEG-pNP de 40 kDa.
Esto es aproximadamente el 70 % de la capacidad de carga maxima para la resina de AEX usando estas
condiciones de elucién. No se observaron diferencias en el rendimiento de la cromatografia con alturas del lecho de
la columna entre 15y 28 cm.

Las mezclas de reaccién concentradas, diluidas, se cargaron sobre la columna de AEX a velocidades de flujo
lineales de 15-50 cm/hora (correspondientes a 20-65 ml/min sobre una columna de 2 I). En todos los casos, el
tiempo de residencia de la disolucién de carga sobre la columna fue aproximadamente 15 minutos. Usando una
columna de AEX de 2 |, se usaron velocidades de flujo de lavado y de eluciéon de 100-150 cm/h (130 - 200 ml/min
para la columna de 2 |) para los tres productos de CMP-SA-PEG. Por tanto, el tiempo de operacién unitaria total que
incluye la carga de la mezcla de reaccién y la elucion de producto fue inferior a 1,5 h (Figuras 3, 5y 7). Se usaron
mayores velocidades de flujo de elucién, hasta 200 cm/h, sin pérdida observada en la resolucién entre el producto
de SA-PEG-20 kDa y de CMP-SA-PEG-20 kDa.

Ejemplo 8:

Optimizacion de la etapa de desalacién por ultrafil  tracion/diafiltracion (TFF)

Se concentraron los grupos de elucidon por intercambio i6nico de CMP-SA-PEG y se desalaron usando
ultrafiltracion/diafiltracion (TFF). El sistema de TFF us6 membranas de hoja plana Pellicon-2 de Millipore (MWCO de
1 kDa; membranas de celulosa regenerada) para desalar la disolucion de alimentacién y retener los productos.

Proceso de filtracion de flujo tangencial a modo de ejemplo

El grupo de productos de intercambio idnico de CMP-SA-PEG-10 kDa (1500 ml, Figura 4) y el grupo de productos de
intercambio i6nico de CMP-SA-PEG-20 kDa (Figura 6) se desalaron ambos usando el sistema Pellicon 2 “MINI” con
membranas de 3 x 0,1 m? (Tabla 1) usando una bomba peristaltica. Se usaron presiones transmembrana de
aproximadamente 22 psi que crearon un flujo de aproximadamente 3,7 LMH.

Debido a los grandes volimenes de elucion de los grupos de elucion de AEX para CMP-SA-glicerol-PEG-40 kDa
(Figuras 7), los grupos de elucién se desalaron usando membranas de 2 x 0,5 m? (Tabla 4). Se usé una bomba
peristaltica para este sistema, que creé una velocidad de flujo de 3 LMH con una TMP de 20 psi. El grupo de
productos de elucion de Q-Sepharose Big Beads se enfrid en un bafio de hielo durante el procesamiento para
prevenir la descomposicion de CMP-SA-glicerol-PEG-40 kDa como resultado del calor creado de la bomba.

Las disoluciones de retenido procesadas sobre el sistema MINI se concentraron a 500 ml (3 veces para CMP-SA-
PEG-10 kDa, 4 veces para CMP-SA-PEG-20 kDa) correspondiente a las concentraciones de producto de 14,3 g/l y
21 g/l, respectivamente. No se observd descomposicién de producto en ninguna de las muestras de permeado (RP-
HPLC). Debido al gran volumen de retencién del sistema del sistema de 0,5 m? (aproximadamente 400 ml para 2
cartuchos de membrana), el volumen minimo de retenido que pudo lograrse fue solo de 1 | (concentracion de 4-6
veces). La concentracion de producto resultante estuvo bastante diluida a aproximadamente 5 g/l, que fue mucho
menor que los 20 g/l logrados para el producto de 20 kDa mas pequefio.

Después de la concentracion, los retenidos se diafiltraron cada uno a volumen constante usando 4 diavolimenes de
agua enfriada (2 | para el producto de 10 y 20 kDa; 4 | para el producto de 40 kDa). Se recogieron muestras de
permeado durante todo el proceso de concentracion y de diafiltracion y se registraron el pH y la conductividad. La
diafiltracion se complet6é cuando la conductividad de las disoluciones de permeado se aproximé a la del agua usada
para la diafiltracién (< 50 microS/cm).

Tabla 8:

Los grupos de retenido diafiltrado final se analizaron por RP-HPLC y se liofilizaron proporcionando un polvo blanco
durante un periodo de aproximadamente 3 dias. Los productos de TFF liofilizados finales se analizaron por RP-
HPLC y RMN para determinar la recuperacion de producto (90-95 %) y la pureza (>90 %, Tablas 2, 3, 5y 6). Las
recuperaciones de producto globales para la reaccion combinada, rotoevaporacion, intercambio iénico, operaciones
unitarias de TFF y liofilizacion fueron del 65-77 %. La RMN H verificé cada estructura de producto y las pruebas de
ICP indicaron que cada estructura de producto estaba en la forma de disodio. Las pruebas de ICP también indicaron
que no estuvieron presentes sales de sodio adicionales.
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Los calculos de pureza y de rendimiento globales se basan en masas promedio estimadas de los mMPEG usados
para producir cada uno de los productos de CMP-SA-PEG (10.700 para CMP-SA-PEG-10 kDa; 20.700 para CMP-
SA-PEG-20 kDa; 43.347 para CMP-SA-glicerol-PEG-40 kDa) como se ha indicado por el fabricante. La
subestimacion de los pesos moleculares del producto produce una infradeclaracion del contenido de producto por
RP-HPLC vy, por tanto, la subestimacion de la pureza del producto.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de preparacion de una composicion que comprende un azlcar de nucleétido modificado enlazado
covalentemente a un grupo modificador polimérico, comprendiendo dicho grupo modificador polimérico al menos un
resto de poli(6xido de alquileno) lineal o ramificado, comprendiendo dicho método:

(i) poner en contacto una mezcla de reaccion que comprende dicho azlcar de nucleétido modificado con un
medio de intercambio anidnico;

(ii) eluir dicho azucar de nucleétido de dicho medio de intercambio aniénico que forma una fraccion de eluato
que comprende dicho azlcar de nucleétido modificado; y

(iii) desalar dicha fraccién de eluato,

en donde dicho método no comprende ultrafiltracion antes de la etapa (i),
formando asi dicha composicion.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que dicha mezcla de reaccién tiene una conductividad salina de menos de
aproximadamente 5 mS/cm.

3. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha desalacién se lleva a cabo usando
filtraciobn en membrana, en el que, preferentemente, dicha filtracion en membrana es filtracion de flujo tangencial
(TFF), y/lo en el que

dicha filtracién en membrana reduce el volumen de dicha fraccion de eluato, y/o en el que

dicha filtracién en membrana produce conductividad salina reducida de dicha fraccién de eluato en comparacion con
dicha conductividad salina antes de dicha filtracion en membrana y en el que, preferentemente,

dicha conductividad salina reducida de dicha fraccién de eluato estd entre aproximadamente 10 uS/cm y
aproximadamente 200 uS/cm, mas preferentemente

menos de aproximadamente el 50 uS/cm.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho resto de poli(6xido de alquileno) es un
resto de poli(etilenglicol) lineal o ramificado, en el que, preferentemente,

dicho resto de poli(etilenglicol) tiene un peso molecular entre aproximadamente 5 kDa y aproximadamente 500 kDa,
mas preferentemente,

un peso molecular entre aproximadamente 10 kDa y aproximadamente 100 kDa.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho azucar de dicho azlcar de nucleétido
modificado es un miembro seleccionado de un resto de GIcNAc, un resto de aGalNAc y un resto de acido sidlico
(SA).

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho aziicar de nucleétido modificado
comprende acido citidina-monofosfo-sidlico (CMP-SA), en el que, preferentemente,

dicho azucar de nucledtido es acido citidina-monofosfo-sialico (CMP-SA) enlazado covalentemente a un resto de
poli(etilenglicol) lineal o ramificado, en el que, mas preferentemente,

dicho resto de poli(etilenglicol) ramificado comprende un esqueleto de glicerol.

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho azlcar de nucleétido modificado es un
miembro seleccionado de:

NH;

~N
Q LA
Oé/\ %\/O " OH 'PCO\EOJ;! °
Q1' 0 OQ
n HQ . oq i3
cO - =z
al, {f\,o\)/\ /ﬁ\ piN HO OH
O @] O N
- H/Y HO
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en las que cada n es un nimero entero independientemente seleccionado de 1 a 2500;

cada Q es un miembro independientemente seleccionado de H, una carga negativa y un contraion salino; y

cada Q! es un miembro independientemente seleccionado de H, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo y hexilo, en
donde, preferentemente,

n esta seleccionado de 200 a 500.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores que, ademas, comprende antes de la etapa (i):
(vii) poner en contacto un derivado de azlcar de nucledtido que comprende un grupo amino primario con un
resto de poli(6xido de alquileno) activado en condiciones suficientes para formar un enlace covalente entre
dicho grupo amino de dicho derivado de azucar de nucleétido y dicho resto de poli(6xido de alquileno).

9. El método de la reivindicacion 8, en el que dicho derivado de azlcar de nucledtido es CMP-SA-glicina.

10. El método de las reivindicaciones 8 0 9, en el que dicho resto de poli(6xido de alquileno) activado comprende un
resto de carbonato de p-nitrofenilo.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en el que dicho derivado de azlcar de nucleétido y
dicho reactivo de poli(6xido de alquileno) se ponen en contacto en presencia de un disolvente acuoso que tiene un
pH entre aproximadamente 8,0 y aproximadamente 8,8.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, en el que dicho reactivo de poli(6xido de alquileno)
es un poli(etilenglicol)-carbonato de p-nitrofenilo.
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Figura 1

Reaccion de acoplamiento
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Cromatografia de intercambio aniénico

(por ejemplo, Q-Sepharose Big Beads)
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¥
Liofilizacion
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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