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DESCRIPCION
Conjugacion N-terminal de acido polisialico a proteinas

La presente invencion se refiere a métodos para producir derivados N-terminales de proteinas en los que un
polisacarido, que es un acido polisialico, que preferiblemente presenta al menos unidades sialico terminales, y que
preferiblemente consiste fundamentalmente solo en unidades de acido sialico, se hace reaccionar en el extremo N-
terminal de una proteina o un péptido bajo condiciones controladas para producir un derivado N-terminal. Los
derivados son utiles para mejorar la farmacocinética y la farmacodinamica de proteinas y péptidos.

Los acidos polisialicos (PSA) son polimeros no ramificados naturales del acido sialico producidos por ciertas cepas
bacterianas y en mamiferos en ciertas células. Pueden ser producidos con diversos grados de polimerizaciéon desde
n = aproximadamente 80 o mas restos acido sialico, hasta n = 2, mediante una hidrdlisis acida limitada o mediante
digestion con neuraminidasas, o mediante fraccionamiento de las formas naturales, derivadas de bacterias, del
polimero. En afios recientes, se han aprovechado las propiedades bioldgicas de los acidos polisialicos, en particular
las del acido polisialico homopolimérico alfa-2,8-enlazado, para modificar las propiedades farmacocinéticas de
proteinas y moléculas de farmacos de bajo peso molecular. La derivatizacion del acido polisialico provoca unas
notables mejoras en la semivida en circulacidon en una serie de proteinas terapéuticas, que incluyen la catalasa y la
asparaginasa, y también permite que dicha proteinas se empleen aun en presencia de anticuerpos que hayan sido
generados como consecuencia no deseable (y a veces inevitable) de una exposicion anterior a la proteina
terapéutica [Fernandes y Gregoriadis, 2006; Jain et al., 2003, 2004]. El acido polisialico alfa-2,8-enlazado ofrece una
alternativa atractiva al PEG, puesto que es un polimero biodegradable inmunolégicamente invisible que es parte
natural del cuerpo humano, y que se degrada, por medio de neuraminidasas tisulares, hasta el acido sialico, un
sacarido no toxico.

Los inventores ya han descrito métodos para la unién de polisacaridos a agentes terapéuticos, tales como proteinas
[documento US-A-5.846.951; documento WO-A-01879221]. Algunos de estos métodos dependen de la
derivatizacion quimica del extremo "no reductor” del polimero para crear un resto aldehido reactivo a proteinas que
reacciona en los grupos amina primarios. Una unidad acido sialico terminal no reductora, puesto que contiene dioles
vecinales, puede oxidarse con facilidad (y de modo selectivo) con peryodato para producir una forma de
monoaldehido, que es mucho mas reactiva a proteinas, y que comprende un elemento adecuadamente reactivo
para la unién de proteinas mediante una aminacion reductora y otras quimicas. La reaccion se ilustra en la figura 1,
que muestra:

A) la oxidacion del acido colominico (acido polisialico alfa-2,8-enlazado procedente de E. coli) con peryodato de
sodio para formar un aldehido reactivo a proteinas en el extremo n o reductor, y

B) la reduccion selectiva de la base de Schiff con cianoborohidruro de sodio para formar un enlace covalente
irreversible con el grupo amino de la proteina.

El documento W0O2005/016974 describe acidos polisialicos que tienen un grupo aldehido para su conjugacion con
grupos amino de proteinas o péptidos.

Debido a la naturaleza polifuncional de las proteinas, las estrategias de conjugacion con PEG y PSA han conducido
invariablemente a una mezcla de entidades moleculares quimicamente diferentes. Pueden generarse subproductos
no intencionados durante las reacciones de conjugacion convencionales descritas anteriormente mediante la
reaccion del acido colominico con las cadenas laterales de aminoacidos, por ejemplo. Estos pueden ser suficientes
como para que resulten un problema en la fabricacion de los conjugados quimicamente definidos requeridos por las
autoridades reguladoras para un uso terapéutico en el ser humano y en animales.

Una estrategia dirigida a sitio para conjugar proteinas a polietilenglicol, que permite la preparacion de derivados de
proteina-PEG fundamentalmente homogéneos con una Unica cadena de PEG conjugada con el amino terminal de la
proteina, se describe en Kinstler et al., 2002. Esta selectividad se logra realizando la alquilacién reductora de las
proteinas con PEG-aldehidos a un pH menor que el habitual. Sin embargo, el método solo se aplico a la conjugacion
con PEG.

Las reglas de la quimica de la PEGilacidon no pueden aplicarse a la polisialilacion como tales, debido a la diferencia
en las propiedades fisicoquimicas de estas moléculas. EI PSA es un polimero labil frente a acidos y es estable
durante semanas a un pH aproximadamente neutro (fig. 2.2). Los resultados en la figura 2.2 demuestran que, a pH
6,0 y 7,4, el CA es estable durante 8 dias, a pH 5,0 se produce una lenta degradacion (después de 48 horas, 92%
del PM inicial), y a pH 4,0 se produce unan degradacion lenta (después de 48 horas, 70% del PM inicial). El acido
polisialico es muy hidréfilo, mientras que PEG es una molécula de naturaleza anfifilica. Cuando la polisialilacion se
realiza empleando las condiciones utilizadas para la PEGilacién, en muchos casos se observa la agregacion y la
precipitacion de las proteinas.

Uno de los mayores desafios que aun estan pendientes en el desarrollo de productos farmacéuticos de proteinas es
la gestion de las inestabilidades fisicas y quimicas de las proteinas. Los productos farmacéuticos de proteinas
normalmente deben conservarse en condiciones de frio o liofilizarse para lograr una caducidad aceptable. Se han

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 569 066 T3

empleado excipientes (por ejemplo, tampones estabilizantes, azucares, polioles, tensioactivos, sales, PEG,
polimeros, iones metalicos y aminoacidos) y la modificacion estructural para mejorar la estabilidad de las proteinas,
dotandolas de una mayor estabilidad y caducidad. Siguen siendo necesarias formulaciones mejoradas de
conjugados de proteina-PSA.

Segun un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para producir un derivado N-terminal
purificado de una proteina o un péptido, en el que (i) un polisacarido activado que es un acido polisialico se hace
reaccionar en el grupo amina del N-terminal de una proteina o un péptido en una disolucién acida acuosa a un pH en
el intervalo de 3 a 6,5 para producir un derivado N-terminal, y (ii) el derivado N-terminal resultante se purifica en una
disolucién acuosa de un pH mayor que en la etapa (i) y que esta en el intervalo de 6,5 a 9,5.

En esta invenciéon se describen los resultados de la aplicacion de una estrategia quimica facil y escalable que
permite preparar conjugados dirigidos a sitio estequiométricamente definidos de polisacaridos, preferiblemente acido
polisialico (PSA), con el N-terminal de proteinas. Generalmente, esto se realiza a través de una alquilacion reductora
con PSA-aldehidos en un entorno acuoso. La conjugacion del N-terminal resulta ventajosa, puesto que se cree que
esto minimiza cualquier interferencia no deseada entre el polisacarido y el resto de los restos aminoacidos en la
proteina.

El método requiere el restablecimiento de un pH neutro poco después de la derivatizacion, o sino el polisacarido se
degrada sustancialmente por la exposicion al entorno acido del tampdn de derivatizacion. El método también
requiere el uso de un pH controlado y, opcionalmente, la presencia de aditivos de la formulacién durante la reaccion
para evitar la precipitacion de la proteina.

Esta invencion permite sintetizar conjugados eficaces, quimicamente homogéneos y bien definidos, que tienen gran
utilidad en la industria farmacéutica.

En esta memoria descriptiva, los términos "proteina" y "péptido" se emplean de modo intercambiable.

La proteina reacciona principalmente en el grupo amina N-terminal. Esto se logra mediante las condiciones de pH de
la reaccion, que estimulan selectivamente la reaccion quimica en el N-terminal de la proteina. La figura 2.1 muestra
la derivatizacion de una proteina con PSA. Se muestra la reducciéon selectiva de la base de Schiff con
cianoborohidruro para formar un enlace covalente irreversible estable con el grupo amino N-terminal.

La disolucién acida acuosa es el medio de reaccion en el que se realiza la reacciéon de derivatizacién. Esta puede
ser una disolucion tampén, por ejemplo, acetato de sodio. El medio de reaccion tiene una base acuosa.

El método segun el primer aspecto de esta invencion requiere que la etapa de purificacion, la etapa (i), se realice a
un pH mayor que la etapa de derivatizacion, la etapa (i). Preferiblemente, la etapa de purificacion se realiza a un pH
sustancialmente neutro. Si la purificacion se realiza al mismo pH que la etapa de derivatizaciéon, que es acido, es
probable que el polisacarido sufra una degradacioén. En la etapa (i) del método, el pH de la disolucion acida acuosa
esta en el intervalo de 3,0-6,5, preferiblemente en el intervalo de 4,0-6,0. El pH de la disolucién empleada en la
etapa (ii) del método es menos acido que el pH de la disolucién en la primera etapa, y esta en el intervalo de 6,5-9,5,
preferiblemente de 6,5-8,5, mas preferiblemente de 6,5-8,0.

En una realizacién de esta invencion, el polisacarido se activa antes de la reaccion con la proteina o el péptido para
producir un derivado activado. Generalmente, el derivado activado de un polisacarido tiene un grupo aldehido
reactivo, y la etapa (i) se realiza bajo condiciones reductoras. Puede utilizarse borohidruro para proporcionar las
condiciones reductoras. El N-terminal de la proteina reacciona con el grupo aldehido reactivo para producir un
aducto que, cuando se reduce, produce el derivado N-terminal de una proteina o un péptido.

El aldehido reactivo puede producirse mediante la oxidacion selectiva del polisacarido utilizando peryodato.

La activacion de los polisacaridos debe realizarse preferiblemente bajo condiciones que provoquen que no exista
sustancialmente una ruptura intercatenaria del esqueleto de un material de partida de cadena larga (polimérico), es
decir, que no se produzca sustancialmente una reduccién en el peso molecular. La etapa de activacion
generalmente consistira en proporcionar un resto aldehido en el terminal del polisacarido. Pueden utilizarse enzimas
que sean capaces de realizar esta etapa. De modo mas conveniente, la oxidacién es una oxidacién quimica. La
reaccion puede realizarse con reactivos inmovilizados, tales como perrutenato con una base de polimero. El método
mas sencillo se realiza con reactivos disueltos. El oxidante es, de forma adecuada, perrutenato, o preferiblemente
peryodato. La oxidacion puede realizarse con peryodato a una concentracion en el intervalode 1 mMa 1 M, a un pH
en el intervalo de 3 a 10, a una temperatura en el intervalo de 0 a 60°C y durante un tiempo en el intervalo de 1 min
a 48 horas.

Las condiciones de reduccion adecuadas para la reaccion de derivatizacion pueden utilizar hidrégeno con
catalizadores o, preferiblemente, hidruros, tales como borohidruros. Estos pueden estar inmovilizados, tales como
los borohidruros sobre un soporte de Amberlite (marca comercial). Preferiblemente se emplean hidruros de metal
alcalino, tal como borohidruro de sodio, como agente reductor, a una concentracion en el intervalo de 1 uM a 0,1 M,
a un pH en el intervalo de 5,0 a 10, a una temperatura en el intervalo de 0 a 6°C, y durante un periodo de 1 min a 48



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 569 066 T3

horas. Las condiciones de reaccion se seleccionan de modo que los grupos carboxilo colgantes en el material de
partida no se reduzcan. Otros agentes reductores adecuadas son cianoborohidruro bajo condiciones acida, por
ejemplo, cianoborohidruro sobre un soporte polimérico o cianoborohidruro de metal alcalino, acido L-ascorbico,
metabisulfito de sodio, L-selectrida, triacetoxiborohidruro, etc.

Otros derivados activados de polisacaridos pueden tener utilidad en la presente invencion, incluyendo los que tienen
grupos funcionales colgantes, tales como NHS, segun se describié en la anterior solicitud de patente de los
inventores WO 2006/090119.

El polisacarido es un acido polisialico (PSA). Sin embargo, en la invencién se prefiere que el material de partida de
polisacarido pueda comprender unidades distintas del acido sialico en la molécula. Por ejemplo, las unidades de
acido sialico pueden alternar con otras unidades de sacarido. Sin embargo, preferiblemente el polisacarido consiste
sustancialmente solo en unidades de acido sidlico. Preferiblemente, estas estan unidas 2—8 y/o 2—9.

Preferiblemente, el material de partida de polisacarido tiene al menos 2, mas preferiblemente al menos 5, mas
preferiblemente al menos 10, por ejemplo al menos 50 unidades de sacarido. Por ejemplo, un polisacarido puede
comprender al menos 5 unidades de acido sialico.

El acido polisidlico puede derivarse de cualquier fuente, preferiblemente una fuente natural, tal como una fuente
bacteriana, por ejemplo E. coli K1 o K92, meningococos del grupo B, o incluso leche de vaca o N-CAM. El polimero
de acido sialico puede ser un polimero heteropolimérico, tal como el grupo 135 o el grupo V de N. meningitidis.

El acido polisialico puede estar en forma de una sal o del acido libre. Puede estar en forma hidrolizada, de modo que
el peso molecular se haya reducido después de la recuperacion de una fuente bacteriana.

El polisacarido, preferiblemente acido polisialico, puede ser un material con una amplia gama de pesos moleculares,
tal como un material que tenga una polidispersion mayor que 1,3, por ejemplo tan alta como 2 o mayor.
Preferiblemente, la polidispersion del peso molecular es menor que 1,3 o 1,2, mas preferiblemente menor que 1,1,
por ejemplo tan baja como 1,01.

La purificacion del derivado N-terminal en la etapa (ii) del método del primer aspecto de la presente invencion puede
realizarse utilizando una diversidad de métodos conocidos en la técnica. Los ejemplos de métodos de purificacion
adecuados incluyen HIC (cromatografia de interaccion hidréfoba), SEC (cromatografia de exclusiéon molecular),
HPLC (cromatografia liquida de alta resolucion) y AEX (cromatografia de intercambio aniénico).

En el método de la presente invencién, el aldehido reactivo esta preferiblemente en el extremo no reductor del
polisacarido. Sin embargo, el aldehido reactivo también puede proporcionarse en el extremo reductor del
polisacarido. La quimica adecuada para preparar un polisacarido con un aldehido reactivo en el terminal reductor de
un polisacarido se describe en la solicitud anterior de los inventores WO 05/016974. El proceso implica una etapa de
oxidacion selectiva preliminar, seguida de una reduccién y después otra oxidacion para producir un compuesto con
un aldehido en el terminal reductor y un extremo no reductor pasivizado.

La presente invencion tiene una utilidad particular para la produccién de derivados de proteinas terapéuticas. La
proteina puede ser, por ejemplo, obestatina, leptina, interferon, FSH, galactosidasa o ADNasa.

Pueden estar presentes aditivos de la formulacion en la disoluciéon acuosa en cualquiera o ambas etapas (i) y (ii) del
método segun el primer aspecto de la invencion.

Un aditivo de la formulacién significa un excipiente que es capaz de estabilizar la proteina o el péptido de modo
interno o externo, segun se describe en Wang et al. (1999). El excipiente puede ser un estabilizante, un solubilizante
o un ion metalico. Los ejemplos adecuados de aditivos de la formulacion incluyen uno o mas tampones,
estabilizantes, tensioactivos, sales, polimeros, iones metalicos, azucares, polioles o aminoacidos. Estos pueden
utilizarse solos o en combinacion.

Los estabilizantes generalmente actian a través de la desestabilizacion del estado desnaturalizado de una proteina
que conduce a un aumento en el cambio de energia libre de Gibbs para desplegar la proteina. El estabilizante es
preferiblemente un azicar o un poliol, por ejemplo, sacarosa, sorbitol, trehalosa, glicerol, manitol, lactosa y
etilenglicol. Un tampdn estabilizante es el fosfato de sodio.

El solubilizante es preferiblemente un tensioactivo, preferiblemente un tensioactivo no iénico. Los ejemplos
adecuados incluyen Tween 80, Tween 20, Tween 40, Pluoronic F68, Brij 35 y Triton X100.

El izon m%\télico es preferiblemente divalente. Los iones metalicos adecuados incluyen Zn®*, Ni**, Co*, Sr**, Cu®,
Ca’’, Mg”' y Fe*".

El aditivo de la formulacion también puede ser un polimero seleccionado de PSA, PEG o hidroxi-beta-ciclodextrina.
Los aminoacidos y derivados de aminoacidos adecuados para su uso como aditivo de la formulacién incluyen
histidina, glicina, otros aminoacidos similares, y aspartato de sodio.



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 569 066 T3

Una poblacién de acidos polisialicos que tiene una amplia distribucion de peso molecular puede fraccionarse en
fracciones con polidispersiones menores, es decir, en fracciones con diferentes pesos moleculares ponderados. El
fraccionamiento se realiza preferiblemente mediante una cromatografia de intercambio anidnico, empleando para la
elucién un tampodn basico adecuado, segun se describid en las anteriores solicitudes de patente de los inventores
WO 2005/016794 y WO 2006/016161. El método de fraccionamiento es adecuado para un material de partida de
acido polisialico, asi como para los derivados. Asi, la técnica puede aplicarse antes o después de las etapas del
proceso fundamentales de esta invencién. Preferiblemente, el derivado de acido polisialico resultante tiene una
polidispersién menor que 1,1.

Segun un segundo aspecto de la invencion, se proporciona una composicion que comprende una poblacion de
derivados de acido polisialico de una proteina, en la que los derivados comprenden entre 2 y 200 unidades de acido
sialico, y en la que la poblacion consiste sustancialmente solo en derivados N-terminales de la proteina.

Una poblacion significa que no existe mas de un derivado polisialico en la composicion. Los derivados pueden
comprender el mismo nimero o un numero diferente de unidades de acido sidlico. Preferiblemente, la polidispersion
del acido polisialico en la composicion es menor que 1,3, mas preferiblemente menor que 1,1.

En la poblacion, sustancialmente todas las proteinas estan derivatizadas solo en el N-terminal. Esto significa que al
menos 85%, preferiblemente al menos 90%, lo mas preferiblemente al menos 95% de la proteina en la poblacion
esta derivatizada con PSA solo en la amina N-terminal. El grado de derivatizacion en el N-terminal puede medirse
empleando técnicas muy conocidas en la técnica, tal como el cartografiado de péptidos y la degradacién de Edman.

La proteina puede ser cualquier proteina que tenga un uso terapéutico, por ejemplo, obestatina, leptina, interferon,
FSH, galactosidasa o ADNasa.

Cuando la proteina es FSH, los derivados comprenden generalmente 75-200 unidades de acido sialico.

Cuando la proteina es alfa-galactosidasa, los derivados comprenden generalmente 20-150 unidades de acido
sidlico.

Cuando la proteina es ADNasa, los derivados comprenden generalmente 2-120 unidades de acido sialico.

Cuando la proteina es IFN, los derivados comprenden generalmente 80-180 unidades de acido sidlico. Los acidos
polisialicos preferidos son como detallé anteriormente para los otros aspectos de esta invencion.

El acido polisialico puede estar unido a una proteina directamente, es decir, tal como se muestra en la figura 1, 0 a
través de un conector. Los conectores adecuados se derivan de reactivos que contienen grupos funcionales N-
maleimida, vinilsulfona, N-yodoacetamida, ortopiridilo o N-hidroxisuccinimida. El conector también puede ser
bioestable o biodegradable, y puede comprender, por ejemplo, un polipéptido o un oligdmero sintético. El conector
puede derivarse de un reactivo que contiene un grupo bifuncional, tal como se describe mas a fondo en el
documento WO 2005/016973 Un reactivo bifuncional adecuado es, por ejemplo, Bis-NHS. El reactivo Puede tener la
férmula general Z-R'-Z, en la que cada Z es un grupo funcional que puede ser igual o diferente, y R es un radical
organico bifuncional. Preferiblemente, R' se selecciona del grupo que consiste en alcandiilo, arileno, alcarileno,
heteroarileno y alquilheteroarileno, cualquiera de los cuales puede estar sustituido y/o interrumpido con enlaces
carbonllo éster, sulfuro, éter, amida y/o amina. Se prefiere particularmente alcandiilo C3-Cs. Lo mas preferiblemente,
R'se corresponde con la porcién apropiada del reactivo bifuncional adecuado.

Los derivados de acido polisialico pueden tener la formula general (1)

OH

Gly—O NHAC

HO.C o
CHg-—L—-n-— B
en la que m es al menos uno;
HNB se deriva de B-NH>, que es la amina N-terminal de la proteina;
L es un enlace, un grupo conector, o comprende un polipéptido o un oligémero sintético;
GlyO es una unidad de acido sialico;

en la que el grupo conector, si esta presente, tiene la férmula general -Y-C(O)-R'-C(O)-, en la que Y es NR? o NR*
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NR?, y R' es un radical organico difuncional, segun se describié anteriormente; y R? es H o alquilo C1.c.
En este aspecto de la invencion, la proteina esta unida al extremo no reductor del polisacarido.

Cuando la proteina esta unida directamente al polisacarido, el grupo L es un enlace. Sin embargo, el grupo L puede
derivarse, como alternativa, de un reactivo que contiene N-maleimida, vinilsulfona, N-yodoacetamida, ortopiridilo o
N-hidroxisuccinimida. El reactivo puede tener la formula general Z-R'-Z, segiin se definié anteriormente. En esta
realizacion, L es generalmente un grupo

H 1
N=T R
Q

Las composiciones que comprenden los derivados de acido sialico y un diluyente, asi como las composiciones
farmacéuticas que comprenden compuestos nuevos que tienen actividad biolégica, y un excipiente
farmacéuticamente aceptable, también forman parte de la invenciéon. Las composiciones farmacéuticas pueden
administrarse por via oral, intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea, intranasal, intradérmica, tépica o
intratraqueal para un uso humano o veterinario.

Las composiciones pueden comprender ademas un aditivo de la formulacién, tal como se detallé anteriormente.

Un aspecto final de la descripcion es un derivado N-terminal de una proteina o un péptido que puede obtenerse
mediante un método segun el primer aspecto de esta invencion. Cualquiera de las caracteristicas preferidas de los
derivados analizados anteriormente también es aplicable a este aspecto de la invencion.

La derivatizacion de proteinas y péptidos, etc., puede producir una mayor semivida, una mejor estabilidad, una
menor inmunogenicidad y/o control de la solubilidad y, por tanto, de la biodisponibilidad y las propiedades
farmacocinéticas, o puede aumentar la solubilidad de sustancias activas o la viscosidad de disoluciones que
contengan la sustancia activa derivatizada. Los nuevos métodos tienen un valor concreto para la creacion de
conjugados de proteinas monopolisialiladas. Se basan en la comprensiéon de que, a unos pH menores, los grupos
amina N-terminales estan mas protonados y, por tanto, son muy reactivos.

La invencion se ilustra con los ejemplos 1-10 y haciendo referencia a los siguientes dibujos:

la figura 1a es un esquema de reaccion que muestra la activacion de la técnica anterior de la unidad terminal de
acido sialico no reductora;

la figura 1b es un esquema de reaccion que muestra la aminacion reductora de la técnica anterior del resto aldehido
del producto del esquema de reaccién 1 empleando un resto amina-proteina;

la figura 2.1 es un esquema de reaccion que muestra la derivatizacion N-terminal de proteinas;

la figura 2.2 muestra la degradacion del acido colominico (CA) a diferentes pH utilizando GPC de triple deteccion
(Viscotek: RI + RALS + viscosimetro);

la figura 3.1 ilustra la caracterizacion de conjugados de GCSF-CA mediante SE-HPLC y SDS-PAGE;
la figura 4.1 muestra la SDS-PAGE y SE-HPLC de un conjugado de CAO-leptina de 50 kDa;

la figura 5.1 muestra la eliminacion in vivo de formulaciones de EPO (i.v.);

la figura 5.2 muestra otra eliminacion in vivo de formulaciones de EPO (s.c);

la figura 5.3 es la caracterizacion de conjugados de EPO-CA mediante SE-HPLC y SDS-PAGE;

la figura 6.1 ilustra la eliminacién in vivo de EPO no glicosilada frente a EPO no glicosilada polisialilada (n = 3-4 +/-;
s.c.);

la figura 6.2 ilustra otra eliminacion in vivo de EPO no glicosilada frente a EPO polisialilada (i.v.; n = 3-4 +/- MEE);
la figura 6.3 es la caracterizacion de conjugados de NGEPO-CA mediante SE-HPLC y SDS-PAGE;

la figura 7.1 es la caracterizacion de conjugados de CA-insulina mediante SDS-PAGE (gel de Tris-glicina (al 4-
20%));

la figura 7.2 es la caracterizacion de conjugados de CAO-insulina purificados mediante SE-HPLC;

la figura 7.3 muestra la eficacia in vivo de formulaciones de CAO-insulina (0,3 U s.c.; n = 4) en ratones hembra no
endogamicos; -25 gramos;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 569 066 T3

la figura 8.1 muestra el SE-HPLC de la polisialilacién de interferon-alfa 2b (mezcla de reaccién de CA 39 kDa
después de 24 horas);

la figura 8.2 muestra la eliminacion in vivo de interferén polisialilado (i.v.; n = 4 +/- MEE);

la figura 9 es una SDS-PAGE de conjugados de obestatina;

la figura 10.1 muestra una SDS-PAGE de los conjugados del ejemplo 10.4;

la figura 10.2 es una SE-HPLC de los conjugados del ejemplo 10.5; y

la figura 10.3 es una grafica que muestra la actividad ADNasa | frente a la concentracion de cloruro de calcio.
Ejemplos

Materiales

El carbonato de amonio, el etilenglicol, el polietilenglicol (8 KDa), el cianoborohidruro de sodio (>98% puro), el
metaperyodato de sodio y los marcadores de peso molecular se obtuvieron en Sigma Chemical Laboratory, Reino
Unido. El &cido colominico utilizado, los acidos polisidlicos lineales a-(2—8)-enlazados de E. coli K1 (promedio 22,7
kDa, alta polidispersion 1,34, 39 kDa p.d. 1,4; 11 kDa, p.d. 1,27) se obtuvieron en Camida, Irlanda, el yoduro
radiactivo (Na'?l) se obtuvo en Amersham, Reino Unido. Otros materiales incluyen 2,4-dinitrofenilhidrazina (Aldrich
Chemical Company, Reino Unido), tubos de dialisis (limites de exclusién de 3,5 KDa y 10 KDa; Medicell International
Limited, Reino Unido), columnas Sepharose SP HiTrap, PD-10 (Pharmacia, Reino Unido), geles de poliacrilamida y
Tris-glicina (al 4-20% y al 16%), tampon de carga y tampon de ensayo de dodecilsulfato de sodio y Tris-glicina
(Novex, Reino Unido). El agua desionizada se obtuvo de una unidad de purificacion de agua Elgastat Option 4 (Elga
Limited, Reino Unido). Todos los reactivos empleados fueron de calidad analitica. Se emple6 un lector de placas
(Dynex Technologies, Reino Unido) para las determinaciones espectrofotométricas en ensayos de proteinas o de
CA. Los ratones B6D2F1 (7-8 semanas de edad; 20 g de peso corporal) se adquirieron en Harlan, Reino Unido, y se
aclimataron durante el menos una semana antes de su uso.

Sulfato de amonio, GCSF (SlI, India), sorbitol, Tween 20, Q FF [columna de 1 ml o 5 ml; Amersham Biosciences,
Reino Unido], cloruro de sodio, fosfato de sodio, columna Hitrap Butyl HP [de 1 o 5 ml; Amersham Biosciences,
Reino Unido], leptina de ratéon recombinante (Biomyx), eritropoyetina (EPO) y EPO no glicosilada (NGEPO) (p.m.
30600; SIIL, India), Tris [Sigma, Reino Unido], acetato de sodio [BDH, UK], fosfato de sodio [BDH, UK], insulina
(Sigma, Reino Unido).

1. Determinacion de proteinas y acido colominico

El calculo cuantitativo de los acidos polisialicos (como acido sialico) con el reactivo resorcinol se realizé con el
método del resorcinol [Svennerholm, 1957] segun se ha descrito [Gregoriadis et al., 1993; Fernandes y Gregoriadis,
1996, 1997]. La proteina se midié mediante el método colorimétrico de BCA o la absorbancia UV a 280 nm.

2.1 Activacion del acido colominico

Una disolucion recién preparada de metaperyodato de sodio 0,02 M (NalO,) (un exceso molar en 8 veces) se mezcld
con CA a 20°C y la mezcla de reaccion se agitd magnéticamente durante 15 min en la oscuridad. Entonces se
afiadio un volumen en dos veces de etilenglicol a la mezcla de reaccion para gastar el exceso de NalO, y la mezcla
se dejo en agitacion a 20°C durante 30 min mas. El acido colominico oxidado se dializé (tubo de dialisis de limite de
exclusion molecular de 3,5 KDa) a fondo (24 h) frente a tampon carbonato de amonio al 0,01% (pH 7,4) a 4°C. Se
empled una ultrafiltracion (con un limite de exclusion molecular de 3,5 kDa) para concentrar la disolucion de CAO del
tubo de didlisis. Después de la concentracion hasta el volumen requerido, el filtrado se liofilizé y se conservé a -40°C
hasta su posterior uso. Como alternativa, el CA se recuperd de la mezcla de reaccién mediante precipitacion (dos
veces) con etanol.

2.2 Determinacion del estado de oxidacion de CA y derivados

El calculo cualitativo del grado de oxidacion del acido colominico se realizé con 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH),
que produce 2,4-dinitrofenilhidrazonas muy poco solubles tras la interaccion con compuestos de carbonilo. Se
afiadié compuesto no oxidado (CA)/oxidado (CAQ) al reactivo de 2,4-DNPH (1,0 ml), las disoluciones se agitaron y
después se dejaron en reposo a 37°C hasta que se observo un precipitado cristalino [Shriner et. al., 1980]. El grado
(cuantitativo) de oxidacion de CA se midié con un método [Park y Johnson, 1949] basado en la reduccién de iones
ferricianuro en una disolucion alcalina a ferrocianuro férrico (azul de Persia), que después se mide a 630 nm. En
este caso, se empled glucosa como patrén.

2.3 Cromatografia de permeacion en gel

Se disolvieron muestras de acido colominico (CA, y CAO) en NaNOs (0,2 M), CH3CN (al 10%; 5 mg/ml) y se
cromatografiaron en 2x columnas GMPWyx_ con deteccion mediante el indice refractivo (sistema GPC: bomba de
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disolvente VE1121 GPC, detector VE3580 RI y cotejo con el programa Trisec 3 software Viscotek Europe Ltd. Las
muestras (5 mg/ml) se filtraron a través de una membrana de nailon de 0,45 um y se ensayaron a 0,7 cm/min con
NaNO3 0,2 M y CH3CN (al 10%) como fase movil.

Resultados

El acido colominico (CA), un acido polisialico, es un homopolimero lineal alfa-2,8-enlazado de restos de acido N-
acetilneuraminico (Neu5Ac) (figura 1a). La exposicion del acido colominico a la oxidacion [Lifely et. al., 1981] se
realizé durante 15 min empleando peryodato 20 mM a temperatura ambiente. Se analizé la integridad de los restos
Neu5Ac internos alfa-2,8-enlazados después del tratamiento con peryodato mediante una cromatografia de
permeacion en gel, y los cromatogramas obtenidos para el material oxidado (CAQ) se compararon con el del CA
nativo. Se descubrid que el CA oxidado y el nativo muestran unos perfiles de elucién casi idénticos, y no se
obtuvieron pruebas de que la sucesiva etapa de oxidacion produjese una fragmentacion significativa de la cadena
polimérica.

La medicion cuantitativa del estado de oxidacion del CA se realizd6 mediante una reduccién del ion ferricianuro en
una disolucion alcalina a ferrocianuro (azul de Prusia) [Park y Johnson, 1949] empleando glucosa como patrén. La
tabla 1 demuestra que el acido colominico oxidado presenta una cantidad mayor que una cantidad estequiométrica
(>100%) del agente reductor, es decir, 112% molar de contenido en aldehido aparente, que comprende el poder
reductor combinado del extremo hemicetal reductor y el aldehido introducido (en el otro extremo).

Tabla 1 - Grado de oxidacion de diversos intermedios del acido colominico en el esquema de reaccién de oxidacion
doble utilizando la glucosa como patrén (100%, 1 mol de aldehido por mol de glucosa; n =3 + d.e.)

Especie de CA Grado de oxidacion
acido colominico (CA) 16,1 + 0,63

acido colominico oxidado (CAO) 112,03 +4,97

acido colominico reducido (CAOR) 0; no detectable
acido colominico oxidado reducido oxidado (CAORO) 95,47 + 7,11

3. Preparacion de conjugados de CA-proteina N-terminales con aditivos de la formulacion
3.1 Preparacion de conjugados de GCSF-CA

El G-CSF (18,8 kDa) se suministr6 como una disolucion (1,05 mg/ml en tampoén acetato de sodio 10 mM, pH 4,0,
que contenia sorbitol al 5%, polisorbato 80 0,025 mg/ml) y se conservé a 2-8°C. La cantidad requerida de GCSF se
introdujo en un tubo Eppendorf y se colocé en hielo. La cantidad de CA (por ejemplo, un exceso molar de CA 11
oxidado o no oxidado frente a la proteina) que se va afiadir para la conjugacion se calcula basandose en la férmula:

Calidad de proteina (g) X
(PMde proteina)

Peso de CA = (PMde CA) x (exceso molar de CA)

La cantidad requerida de CA se peso. El CA se solubilizé en NaOAc 10 mM, sorbitol al 5%, pH 5,5 (en este caso se
empled 20% de volumen del volumen final de la reaccion), la mezcla se agitdé suavemente en vortice hasta que todo
el CA se hubo disuelto, y después se filtré hacia un nuevo tubo Eppendorf o se centrifugd a 4000 rpm durante 5 min
y el sobrenadante se trasladé a un nuevo tubo Eppendorf para eliminar cualquier material agregado/precipitado. Se
afadi6 el volumen requerido de disolucion madre de Tween 20 10 mg/ml para obtener una concentracion final de 0,5
mg/ml de Tween 20 en la mezcla de reaccion final. Se afiadio la cantidad requerida de la disolucidn de proteinas de
G-CSF a la disolucién de CA para obtener un exceso molar de 11 (para 40 kDa) de CA y se mezclé suavemente
manteniendo la mezcla de reaccion en un agitador suave a 4 + 1°C. Se afiadié una disolucion de NaCNBH3; 100
mg/ml para obtener 50 mM o 3,17 mg/ml en la mezcla de reaccion final, se mezclé suavemente, y se comprobd el
pH de la mezcla de reaccion final, y si fue necesario se ajusto el pH a 5,5 con NaOH 1 M/HCl a 4 + 1°C. Por ultimo,
se ajustd el volumen de la reaccion empleando NaOAc 10 mM, sorbitol al 5%, pH 5,5, para obtener una
concentracion de proteinas de 0,67 mg/ml en la mezcla de reaccion. El tubo se sell6 y se agité a la temperatura
deseada (4 + 1°C) durante 24 horas. La reaccion se detuvo mediante un método apropiado y se tomaron muestras
para el ensayo de actividad in vitro en una célula MNFS 60, SDS-PAGE (empleando un gel de Tris-glicina al 4-20%),
SE-HPLC (columna Superose 6) y se comprobo el pH de la mezcla de reaccién. Para eliminar cualquier precipitado,
la mezcla de reaccion se centrifugd a 13000 rpm durante 5 min antes del analisis de SE-HPLC vy la purificacion; el
tampon preferido para SE-HPLC es Na fosfato 0,1 M (pH 6,9).

3.2 Purificacion y caracterizacion de conjugados de GCSF-CA

El resto de la muestra de la mezcla de reaccion se diluyé con tampoén A de AEX (acetato de sodio 20 mM, cloruro de
sodio 50 mM, pH 5,0) (1,5 ml de mezcla de reaccion + 9 ml de tampon A). El pH se comprobd y se ajusto si fue
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necesario a pH 5,0, se cargd sobre la columna AEX previamente equilibrada con tampon A de AEX. Las fracciones
de carga se recolectaron y se etiquetaron. La columna se lavé con tampén A de AEX (al menos 5 volumenes de
columna), las fracciones se recogieron (cada fraccion de 1,5 de volumen de columna) y se etiquetaron. El producto
se eluye con el tampon B de AEX (fosfato de sodio 50 mM, cloruro de sodio 0,65 M, pH 7,0), las fracciones se
recogieron (cada fraccion de 1 de volumen de columna; 6 columnas) y se etiquetaron. Si dos fracciones
consecutivas no contenian proteinas (UV 280 nm), se sigue hasta la siguiente etapa. Las muestras se mantuvieron
en hielo durante la purificacion. Se analiza la concentracion de proteinas mediante UV (280 nm) (la absorbancia de 1
mg/ml de G-CSF es de aproximadamente 0,872). Se tomaron muestras para SDS-PAGE y SE-HPLC. Para eliminar
el CA libre de la mezcla se empled HIC. Las muestras se concentraron si fue necesario.

Las fracciones de AEX que contenian el conjugado se reunieron y se afiadié (NH4);SOs para obtener una
concentracion de 2,75 M en la disolucion de carga. Esta disolucion después se cargd sobre la columna HIC
previamente equilibrada con tampén A de HIC (fosfato de sodio 10 mM, sulfato de amonio 2,75 M, pH 6,5). Las
fracciones de carga se recogieron (cada fraccion de 1,5 de volumen de columna) y se etiquetaron. La columna se
lava con tampén A de HIC (al menos 5 voliumenes de columna; velocidad = 0,5 ml/min); las fracciones (1,5
volumenes de columna) se recogieron y se etiquetaron. El producto se eluye con el tampén B de HIC (fosfato de
sodio 20 mM, pH 7,4) (velocidad = 5 ml/min); las fracciones se recogieron (fracciones de 1 volumen de columna; 6
volumenes de columna) y se etiquetaron. Las muestras se mantuvieron en hielo durante la purificacion. Se analiza la
concentracion de proteinas mediante UV (280 nm). Las fracciones de HIC que contenian el conjugado purificado se
reunieron y se ajusté la composicion del conjugado en la disolucidon con una disolucion de sorbitol al 50% y una
disolucion de Tween 20 10 mg/ml para obtener una composicion final de sorbitol al 5% y Tween 20 0,025 mg/ml.
Después la disoluciéon se concentré a 4 + 1°C y la concentracion de proteinas se analizé6 mediante UV (280 nm).
Puede realizarse una mayor purificacion mediante SE-HPLC (por ejemplo, para separar los conjugados de la
proteina libre/agregados, etc.). El conjugado se esterilizé6 mediante filtracion y se tomaron muestras para el ensayo
de actividad y para la caracterizacion mediante SDS-PAGE y SE-HPLC. Si es necesario se retira una parte alicuota
para el ensayo de proteinas y el ensayo de CA. Se conserva el resto a 4 + 1°C hasta su uso posterior y se estudia la
estabilidad fisica mediante SE-HPLC.

Se estudiaron los efectos de diversos procesos que afectan a la estabilidad de GCSF en disolucién y el grado de
derivatizacion.

Resultados

El procedimiento para preparar y purificar conjugados de acido colominico (CA) (en una escala de 20 mg) del factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) de una manera selectiva para el N-terminal realizando la reaccion a
un pH reducido (pH 5,5) y a 4 + 1°C se detalld6 anteriormente. Esto implica la conjugacion en presencia de
cianoborohidruro de sodio, seguido de una purificacion empleando una cromatografia de intercambio idnico (AEX)
para eliminar el G-CSF libre, seguido de la eliminaciéon del CA mediante una cromatografia de interaccién hidrofoba
(HIC). Se empledé un pH bajo para favorecer la derivatizacion selectiva del grupo alfa-amino del N-terminal, y
también para minimizar la agregacion de GCSF durante la reaccién. La composicion del tampon de reaccion final fue
de sorbitol al 5%, Tween 20 0,5 mg/ml en NaOAc 10 mM a pH 5,5.

La formacioén de los conjugados de GCSF-CA se confirmd mediante SE-HPLC (cambio en los tiempos de retencion
de GCSF-CS comparado con GCSF; también coelucion de ambos restos), una cromatografia de intercambio idnico
(unién de los conjugados a la columna AEC) y una electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE;
desplazamiento de las bandas con especies de alto peso molecular). Los conjugados utilizados en el ensayo de la
linea celular in vitro (en células MNFS-60) fueron aproximadamente 40% activos comparados con la proteina nativa.
Los conjugados preparados sin aditivos de la formulacién condujeron a la agregacion de las proteinas con un bajo
grado de derivatizacion. La figura 3.1, parte izquierda, muestra los datos de SE-HPLC para una mezcla de reaccion
de GCSF-CA 39 kDa después de 24 horas, preparada en presencia de Tween 20. Las condiciones de la
caracterizacion fueron Superdex 200, bicarbonato de amonio 0,15 M, pH 7,8. La tabla 2 muestra el analisis de los
picos:

Tabla 2
Pico TR % de area Especie
1 31,683 8,80 agregados
2 42,683 11,77 (CA)2-GCSF
3 49,058 68,55 CA-GCSF
4 68,833 10,89 GCSF

La parte derecha de la figura 3.1 muestra los resultados de SDS-PAGE.
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4.1 Preparacioén de conjugados de CA-leptina N-terminales con aditivos de la formulacion

La leptina se suministré como un polvo liofilizado (p.m. 16.240) y se conservo a -80°C. Se calculé la cantidad de
acido colominico (por ejemplo, acido colominico oxidado o no oxidado; 7,5 de exceso molar) para ser afiadido a la
conjugacion. El acido colominico se disolvié en una cantidad minima de tampdén acetato de sodio, se filtré y el pH se
ajusto a 5,5. La disolucion de acido colominico se afiadié a la disolucion de leptina (proteina en acetato de sodio 20
mM, sacarosa al 1%, acido L-glutamico 10 mM y Tween 20 al 0,01%, pH 5,5), seguido de la adicion de los
microlitros requeridos de NaCNBH3; para obtener 50 mM o 3,17 mg/ml en la mezcla de reaccion, se mezclo
suavemente y se comprobo el pH de la mezcla de reaccion final, y el pH se ajustd a 5,5. El tubo se selld y se agitd a
la temperatura deseada (4 + 1°C) durante 24 horas. Después de la incubacion se tomaron las muestras necesarias
(para SDS-PAGE, SE-HPLC, etc.). Se analiza la concentracion de proteinas mediante UV (280 nm) (la absorbancia
de 1 mg/ml de leptina es de 0,878). Se estudiaron las diversas variables del proceso que afectan a la derivatizacion
y la estabilidad de la proteina.

4.2 Purificacion y caracterizacion de conjugados de leptina-CA

Se empled HIC e IEC para eliminar el exceso de CA y leptina libre de la mezcla de reaccion, respectivamente. Se
retird una parte alicuota para el ensayo de proteinas y el ensayo de CA. El resto se conservé a -80°C hasta su uso.
El producto se caracterizd mediante SDS-PAGE, SE-HPLC, transferencia Western, ensayo de CA y de proteinas,
etc.

Resultados

El procedimiento para preparar y purificar conjugados de acido colominico (CA) (en una escala de 5 mg) de leptina
de una manera selectiva para el N-terminal realizando la reaccion a un pH reducido (pH 5,5) y a 4 + 1°C se mostro
anteriormente. Esto implica la conjugacion en presencia de cianoborohidruro de sodio, seguido de una purificacion
empleando una cromatografia de intercambio i6nico (AEX) para eliminar el G-CSF libre, seguido de la eliminacion
del CA mediante una cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC). Se empledé un pH bajo y aditivos de la
formulacién para favorecer la derivatizacion selectiva del grupo alfa-amino del N-terminal, y también para minimizar
la agregacion de GCSF durante la reaccion. La composicion del tampén de reaccion final fue de proteina en acetato
de sodio 20 mM, sacarosa al 1%, acido L-glutamico 10 mM y Tween 20 al 0,01%, pH 5,5).

La formacién de los conjugados de leptina-CA se confirmé mediante SE-HPLC (cambio en los tiempos de retencion
de leptina-CA comparado con la leptina; también coelucion de ambos restos), una cromatografia de intercambio
idnico (unién de los conjugados a la columna AEC) y una electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE;
desplazamiento de las bandas con especies de alto peso molecular). Los conjugados preparados sin aditivos de la
formulacién condujeron a la agregacion de las proteinas con un bajo grado de derivatizacion.

La figura 4.1, parte izquierda, muestra la SDS-PAGE de conjugados de leptina-CAO 50 kDa, y la parte derecha
muestra los resultados de SECHPLC.

5.1 Preparacion de conjugados de CA-eritropoyetina (EPO) N-terminales (ejemplo comparativo)

La EPO se suministré6 como una disolucion (0,34 mg/ml en tampdn fosfato 10 mM, NaCl 130 mM, pH 7,0; actividad
especifica: 110.000 U/ml, p.m. 30600) y se conservo a -32°C, la proteina se descongelé a 2-8°C y la cantidad
requerida se introdujo en un tubo Eppendorf de 2 ml. Se tomd la cantidad requerida de acido colominico, y la
disolucion de proteinas se afiadié a CA solido y se mezcld con suavidad. Se afiadieron los microlitros de disolucién
de cianoborohidruro de sodio requeridos para obtener 50 mM o 3,17 mg/ml en la mezcla de reaccion, se mezclé en
vortice y se comprobo el pH de la mezcla de reaccion final; si es necesario se ajusta el pH a 7,4. El tubo se sell6 y se
agitd a la temperatura deseada (4 + 1°C) durante 24 horas. Después de la incubacién se tomaron las muestras
necesarias (por ejemplo, para el ensayo de actividad, SDS-PAGE, SE-HPLC).

5.2 Purificacion y caracterizacion de conjugados de EPO-CA

El resto de la muestra de la mezcla de reaccion se diluyé con tampén A de HIC (sulfato de amonio 1,2 M, pH 6,3) (1
ml de muestra + 4 ml de tampdn A) y se cargo en la columna HIC previamente equilibrada con tampdn A de HIC.
Las fracciones de carga se recolectaron y se etiquetaron. La columna se lavé con tampén A de HIC (sulfato de
amonio 1,2 M, pH 6,3) (al menos 10 ml) y las fracciones se recogieron y se etiquetaron. El producto se eluye con el
tampoén B de HIC (tampon Tris 10 mM, pH 7,0), se recoge la primera fraccion (0,5 ml) y después fracciones de 0,5-1
ml, y se etiquetan. Las muestras se mantuvieron en hielo durante la purificacion.

Se analiza la concentracion de proteinas mediante UV (280 nm) (la absorbancia de 1 mg/ml de EPO es de
aproximadamente 0,743). Se toman muestras para la SDS-PAGE. La separacion de la EPO no conjugada se realizé
empleando una cromatografia de intercambio anionico (AXC) si el PM del CA era demasiado pequefio (por ejemplo,
22 KDa) para la separacion del conjugado y la EPO mediante SE-HPLC. Para la AXC, las fracciones de HIC que
contenian la proteina se diluyeron con el tampon A de AXC (tampoén Tris 10 mM, pH 7,0) (1 ml de muestra + 5 ml de
tampon A de AXC) y se cargaron en la columna AXC preequilibrada con tampon A de AXC. Las fracciones de carga
se recolectaron y se etiquetaron. La columna se lavé con tampoén B de AXC (acetato de sodio 20 mM, pH 3,0) (al
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menos 10 ml), las fracciones se recogieron y se etiquetaron. El producto se eluye con el tampén C de AXC (tampon
fosfato de sodio 50 mM, cloruro de sodio 1 M, pH 7,0), se recogio la primera fraccion (0,5 ml) y después fracciones
de 0,5-1 ml, y se etiquetaron. Las muestras se mantuvieron en hielo durante la purificacion.

Puede realizarse una purificacion alternativa mediante SE-HPLC (por ejemplo, para separar los conjugados de EPO
si el CA utilizado tiene un peso molecular alto, por ejemplo 39 kDa). Se analiza la concentracion de proteinas
mediante UV (280 nm) (la absorbancia de 1 mg/ml de EPO es de aproximadamente 0,743). Se toman muestras para
la SDS-PAGE.

Se retira una parte alicuota para el ensayo de proteinas y el ensayo de CA. El resto se conserva a -20°C hasta su
uso. Los productos se caracterizaron mediante SDS-PAGE. Para determinar la actividad de las muestras de EPO
para inducir la proliferacion in vitro se emplearon células progenitoras de eritrocitos aisladas del bazo de un raton
que se hizo anémico artificialmente mediante una inyeccion intraperitoneal de fenilhidrazina. El protocolo se adapté
basandose en el método indicado por Krystal [1972]. El ensayo depende de la adicién de EPO a progenitores de
eritrocitos y la medicion de la velocidad de replicacion del ADN mediante la determinacion de la velocidad de
incorporacion de *H-timidina. Los estudios de farmacocinética (PK) y de farmacodinamica (PD) in vivo se realizaron
en ratones B6D2F 1.

Resultados

La formacioén de los conjugados de EPO-CA se confirmé mediante SE-HPLC (cambio en el tiempo de retencion de
EPO-CA comparado con EPO; también coelucion de ambos restos), una cromatografia de intercambio iénico (union
de los conjugados a la columna AEC) y una electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE; desplazamiento de
las bandas con especies de alto p.m.) (figura 5.3). Las muestras polisialiladas eran activas in vitro y mostraron un
perfil muy superior (PK 'y PD) a la EPO normal. Las figuras 5.1 y 5.2 muestran los resultados in vivo.

La figura 5.3, parte izquierda, muestra los datos de SE-HPLC de una conjugacion de EPO-CA 39 kDa después de 24
horas. La tabla 3 es la tabla de analisis de los picos. Condiciones de caracterizaciéon: columna Superdex 200,
tampodn bicarbonato de amonio 0,15 M, pH 7,8.

Tabla 3
Pico TR % de area Especie
1 31,421 3,38 agregados
2 48,346 80,76 CA39-EPO
3 59,204 15,86 EPO

6.1 Preparacion de conjugados (NGepo-CA) no glicosilados N-terminales (ejemplo comparativo)

La EPO desnuda se suministré6 como una disolucion (0,18 mg/ml en tampédn fosfato de sodio 20 mM, NaCl 300 mM,
pH 6,65; actividad especifica 100000 U/ml; p.m. 19000) y se conservo a -32°C, la proteina se descongel6 a 2-8°C y
la cantidad requerida se introdujo en un tubo Eppendorf de 2 ml. Se calculd la cantidad de acido colominico (por
ejemplo, acido colominico oxidado o no oxidado) para ser afadido a la conjugacién. Se peso la cantidad requerida
de acido colominico y se registro el peso. Se afiadid la disolucion de proteinas al CA sélido y se mezclo suavemente.
Se afiadieron los microlitros de disolucién de cianoborohidruro de sodio requeridos para obtener 50 mM o 3,17
mg/ml en la mezcla de reaccion, se mezclo en vortice y se comprobé el pH de la mezcla de reaccion final; si es
necesario se ajusta el pH a 7,4. El tubo se sell6 y se agitdé a la temperatura deseada (4 + 1°C) durante 24 horas.
Después de la incubacion se tomaron las muestras necesarias (por ejemplo, para el ensayo de actividad, SDS-
PAGE, SE-HPLC).

6.2 Purificacion y caracterizacion de conjugados de NGepo-CA

El resto de la muestra de la mezcla de reaccion se diluyé con tampon A de HIC (sulfato de amonio 1,2 M, pH 6,3) (1
ml de muestra + 4 ml de tampdn A) y se cargo en la columna HIC previamente equilibrada con tampdn A de HIC.
Las fracciones de carga se recolectaron y se etiquetaron. La columna se lavd con tampén A de HIC (al menos 10 ml)
y las fracciones se recogieron y se etiquetaron. El producto se eluye con el tampén B de HIC, se recoge la primera
fraccion (0,5 ml) y después fracciones de 0,5-1 ml, y se etiquetan. Las muestras se mantuvieron en hielo durante la
purificacion. Se analiza la concentracion de proteinas mediante UV (280 nm) (la absorbancia de 1 mg/ml de nEPO
es de aproximadamente 0,743). Se toman muestras para la SDS-PAGE. Las condiciones de reaccion no dejaron
EPO desnuda libre en la mezcla de reaccion, asi que no necesaria otra purificacion. Si habia EPO desnuda en la
mezcla de reaccion, las fracciones de HIC que contenian proteinas se concentran empleando Vivaspin 6 (5000 de
corte de peso molecular), y la purificacion puede realizarse mediante SE-HPLC. Se analiza la concentracion de
proteinas mediante UV (280 nm) (la absorbancia de 1 mg/ml de nEPO es de aproximadamente 0,743). Se toman
muestras para la SDS-PAGE.
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Se retira una parte alicuota para el ensayo de proteinas y el ensayo de CA. El resto se conserva a -20°C hasta su
uso. El producto puede caracterizarse mediante SDS-PAGE.

Resultados

La formacion de los conjugados de NGepo-CA se confirmoé mediante SE-HPLC (cambio en el tiempo de retencion de
NGepo-CA comparado con NGEPO; también coelucion de ambos restos), una cromatografia de intercambio i6nico
(unién de los conjugados a la columna AEC) y una electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE;
desplazamiento de las bandas con especies de alto peso molecular) (figuras 6.1 a 6.3). La figura 6.3, parte
izquierda, muestra la conjugacion de EPO-CA 39k Da después de 24 horas. Las muestras polisialiladas eran activas
in vitro y mostraron un perfil muy superior (PK y PD) a la NGepo normal.

La figura 6.3 muestra los resultados de SE-HPLC. El analisis de los picos se muestra en la siguiente tabla 4.
Condiciones de caracterizacion: columna Superdex 200, tampodn bicarbonato de amonio 0,15 M, pH 7,8.

Tabla 4
Pico TR % de area Especie
1 31,863 3,41 agregados
2 33,212 6,65 agregados
3 42,667 14,72 (CA)2-EPO
4 48,571 74,49 CA-nEPO
5 68,183 0,73 nEPO

La figura 6.1 muestra los resultados de la eliminacion in vivo. PSA-NGEPO muestra un perfil muy superior,
comparado con NGEPO.

7.1 Preparacion de conjugados de insulina-CA N-terminales

La insulina se disolvio en un minimo de HCI 100 mM y después se ajustd hasta el pH requerido. Se calculd la
cantidad de acido colominico (por ejemplo, acido colominico oxidado o no oxidado) para la conjugacion. La cantidad
requerida de acido colominico se peso y se disolvié en un volumen minimo de tampdn de reaccion, se afnadio a la
disolucion de proteinas y se mezclé suavemente utilizando un mezclador de vértice. Se afiadieron los microlitros de
disolucién de cianoborohidruro de sodio requeridos para obtener una concentracion final de 4 mg por ml de mezcla
de reaccion. Se emplea un estabilizante adecuado, si se requiere, en la mezcla de reaccion. El tubo se sello y se
agito a la temperatura deseada (37°C; segun sea apropiado) durante 48 horas. El tiempo y la temperatura pueden
variar segun la proteina utilizada. La proteina polisialilada se purificé6 mediante IEC y HIC. Se logré6 100% de la
conjugacion de proteina-polimero después de 24 horas. Se caracterizd mediante PAGE nativo, SDS-PAGE,
cromatografia de exclusion molecular, cromatografia de intercambio iénico, etc.

En la IEC, se purifican la insulina y los conjugados de insulina-acido colominico mediante una cromatografia de
intercambio cationico en una columna High Trap SP para separar la insulina polisialilada (no se une a la columna) de
la insulina libre (que se retiene en la columna). Esto implica la separacion del conjugado por debajo de su punto
isoeléctrico de 5,2 (al menos una unidad por debajo) utilizando una resina de intercambio cationico. La actividad de
estos conjugados se determind en ratones sanos.

7.2 Purificacion y caracterizacion de conjugados de insulina-CA

La muestra de la mezcla de reaccion se diluyod 5 veces con tampon A de AEX (acetato de sodio 0,05 M, pH 4,4), se
comprobd el pH y se ajustd si fue necesario a pH 4,4, se cargé en la columna AEX (velocidad = 1 ml/min)
previamente equilibrada con tampén A de AEX. Las fracciones de carga se recolectaron (cada fraccion de 1,5 de
volumenes de columna) y se etiquetaron. La columna se lavd con tampoén A de AEX (acetato de sodio 0,05 M, pH
4.,4) (al menos 5 volumenes de columna, velocidad = 1 ml/min), las fracciones se recogieron (cada fraccion de 1,5 de
volumen de columna y se etiquetaron. El producto se eluye con el tampén B de AEX (acetato de sodio 0,05 M,
cloruro de sodio 1 M, pH 4,4) (velocidad = 1 ml/min), las fracciones se recogieron (cada fracciéon de 1 de volumen de
columna; 6 columnas) y se etiquetaron. Si dos fracciones consecutivas no contenian proteinas, se sigue hasta la
siguiente etapa. Las muestras se mantuvieron en hielo durante la purificacion.

Las fracciones de AEX que contenian el conjugado se reunieron y se diluyeron 10 veces con tampoén A de HIC
(sulfato de amonio 0,8 M, fosfato de sodio 50 mM, pH 7,4), el pH se ajusté a 7,4 con una disolucidon de acido
clorhidrico o una disoluciéon de hidréxido de sodio. Esta disolucion después se carg6é sobre la columna HIC
(velocidad = 0,3 ml/min) previamente equilibrada con tampén A de HIC (sulfato de amonio 0,8 M, fosfato de sodio 50
mM, pH 7,4). Las fracciones de carga se recogieron (cada fraccion de 1,5 de volumen de columna) y se etiquetaron.
La columna se lava con tampon A de HIC (al menos 5 volimenes de columna; velocidad = 0,5 ml/min); las
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fracciones (1,5 volumenes de columna) se recogieron y se etiquetaron. El producto se eluye con el tampén B de HIC
(fosfato de sodio 50 mM, pH 7,4) (velocidad = 5 mil/min); las fracciones se recogieron (fracciones de 1 volumen de
columna; 6 volumenes de columna) y se etiquetaron. Las muestras se mantuvieron en hielo durante la purificacion.
Se analiza la concentracion de proteinas mediante UV (280 nm). Las fracciones de HIC que contenian el conjugado
purificado se reunieron y se concentraron a 4 + 1°C y se analizé la concentracion de proteinas mediante UV (280
nm).

Resultados

La formacioén de los conjugados de insulina-CA se confirmé mediante SE-HPLC (cambio en el tiempo de retencion
de insulina-CA comparado con la insulina; también coeluciéon de ambos restos), una cromatografia de intercambio
idnico (union de los conjugados a la columna CEC) y una electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE;
desplazamiento de las bandas con especies de alto peso molecular) (figuras 7.1 a 7.2). Las muestras polisialiladas
mostraron una mayor eficacia in vivo, comparado con la proteina nativa.

En la figura 7.2, las condiciones de HPLC fueron las siguientes: columna: Superose 12; tampén: fosfato de sodio 0,1
M (pH 6,9); caudal: 0,25ml/min; volumen de inyeccion: 200 pl.

8.1 Preparacion de conjugados de interferon-CA N-terminales

El procedimiento para preparar y purificar conjugados de acido colominico (CA) de IFNalfa2b implica la conjugacion
en presencia de cianoborohidruro de sodio, seguido de una purificacion mediante HIC para eliminar el acido
colominico libre, seguido de la eliminacién del IFN no conjugado mediante AXC o SE-HPLC (si es necesario)
(ejemplo 1 mg escala).

El IFNalfa2b fue suministrado como una disolucién (1,75 mg/ml en tampén acetato, pH 5) y se conservo -32°C. La
proteina se descongeléd a 2-8°C y la cantidad requerida se introdujo en un tubo Eppendorf de 2 ml. Si la
concentracion de proteina en la mezcla de reaccion era menor que 1,75 mg/ml, entonces se diluyé con la cantidad
requerida de PBS, pH 7,4.

La cantidad requerida de CA se peso y se registré. El CA se solubilizd en el volumen minimo de tampén de reaccion,
se afadio a la disolucién de proteina y se mezclé suavemente empleando un mezclador de vortice. Se afiadieron los
microlitros requeridos para obtener 50 mM o 3,17 mg/ml en la mezcla de reaccién, se mezclé suavemente, y se
comprobo el pH de la mezcla de reaccion final; si es necesario se ajusta el pH a 6,0. El tubo se sellé y se agité a la
temperatura deseada (4 + 1°C) durante 24 horas. Se tomaron las muestras necesarias después del tiempo de
incubacion (por ejemplo, para el ensayo de actividad, SDS-PAGE, SE-HPLC).

8.2 Purificacion y caracterizacion de conjugados de interferon-CA

El resto de la muestra de la mezcla de reaccion se diluyé con tampén A de HIC (tampon Tris 25 mM, cloruro de
sodio 3 M, pH 7,5) (1 ml de muestra + 4 ml de tampdn A) y se cargé en la columna HIC previamente equilibrada con
tampon A de HIC. Las fracciones de carga se recolectaron y se etiquetaron. La columna se lavé con tampon A de
HIC (tampon Tris 25 mM, cloruro de sodio 3 M, pH 7,5) (al menos 10 ml), las fracciones se recogieron y se
etiquetaron. La columna se eluyé con tampén B de HIC (tampdén Tris 25 mM, pH 7,5), se recogio la primera fraccion
(0,5 ml) y después fracciones de 0,5-1 ml, y se etiquetaron. Las muestras se mantuvieron en hielo durante la
purificacion.

Se analiza la concentracion de proteinas mediante UV (280 nm) (la absorbancia de 1 mg/ml de IFN es de
aproximadamente 1). Se toman muestras para la SDS-PAGE.

La separacion del IFN no conjugado se realizd6 empleando una cromatografia de intercambio aniénico (AXC) o
SEHPLC. Para la AXC, las fracciones de HIC que contenian la proteina se diluyeron con el tampén A de AXC
(tampdn Tris 25 mM, pH 7,5) (1 ml de muestra + 5 ml de tampén A de AXC) y se cargaron en la columna AXC
preequilibrada con tampon A de AXC. Las fracciones de carga se recolectaron y se etiquetaron. La columna se lavo
con tampon B de AXC (fosfato de sodio 50 mM, cloruro de sodio 150 mM, pH 5) (al menos 10 ml), las fracciones se
recogieron y se etiquetaron. El producto se eluye con el tampon C de AXC (tampdn fosfato de sodio 50 mM, cloruro
de sodio 1 M, pH 7), se recogio6 la primera fraccién (0,5 ml) y después fracciones de 0,5-1 ml, y se etiquetaron. Las
muestras se mantuvieron en hielo durante la purificacion.

Se realiza otra purificacion mediante SE-HPLC (por ejemplo, para separar los diconjugados de los
monoconjugados). (figura 8.1)

Se analiza la concentracion de proteinas mediante UV (280 nm) (la absorbancia de 1 mg/ml de IFN es de
aproximadamente 1) o mediante un ensayo BCA. Se tomaron muestras para SDS-PAGE. Se retiré una parte
alicuota para el ensayo de proteinas y el ensayo de CA. El producto remanente se conservo a -20°C hasta su uso.
El producto se caracteriz6 mediante SDS-PAGE. La actividad se determiné en una linea de células Daudi.
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Resultados

La formacion de los conjugados de interferon-CA se confirmé mediante SE-HPLC (cambio en el tiempo de retencion
de interferon-CA comparado con el interferon; también coelucion de ambos restos), una cromatografia de
intercambio i6nico (union de los conjugados a la columna AEC) y una electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE; desplazamiento de las bandas con especies de alto peso molecular) (figuras 8.1 a 8.2). Las muestras
polisialiladas eran activas in vitro y mostraron un perfil muy superior (PK) al interferon normal.

La tabla 5 muestra el analisis de los picos del SE-HPLC en la figura 8.1.

Tabla 5
Agregado Tr % del area
32,1 4,3
CA-IFN (di-) 55,1 9,7
CA-IFN (mono-) 62,4 56,2
IFN libre 74,7 29,4

9.1. Polisialilacion de obestatina

La obestatina es una hormona supresora del apetito de 2,5 kDa. Aunque esta codificada por el gen de grelina, la
obestatina se opone a los efectos estimulantes del apetito de la grelina Se ha demostrado que el tratamiento con
obestatina en ratas suprime la ingesta de alimentos, inhibe la contraccion del yeyuno, y disminuye la ganancia de
peso.

9.2 Conjugacion N-terminal (especifica de sitio)

Se disolvié un exceso en 15 molar de acido polisialico 14 kDa oxidado (PSA) en tampén y se ajusté el pH a 6,0.
Entonces se afiadidé obestatina y cianoborohidruro de sodio 50 mM (concentracion final), se reajustd el pH, y la
mezcla de reaccion se llevé al volumen requerido. Las reacciones se realizaron a 4 + 1°C con agitacion suave
durante 18 horas.

9.3 Conjugacion aleatoria (comparativo)

Se disolvié un exceso en 10 molar de PSA 14 kDa oxidado en tampdn, y el pH se ajusté a 7,4. Entonces se afiadio
obestatina y cianoborohidruro de sodio 50 mM (concentracion final), se reajusté el pH, y la mezcla de reaccion se
llevé al volumen requerido. Las reacciones se realizaron a 4 + 1°C con agitacion suave durante 18 horas.

Analisis de la conjugacion

La conjugacion se confirma mediante una disminucion en el tiempo de retencion, que significa un mayor tamario, en
una cromatografia liquida de alta resolucion de exclusién molecular (SE-HPLC). Se inyectaron 100 pl de la reaccion
de conjugacion en una columna SE-HPLC Superose 12 preequilibrada con fosfato de sodio 0,1 M, pH 6,9, con un
caudal de 0,25 ml/min. Se registra la absorbancia a 280 nm.

Los conjugados se visualizan mediante una disminucion en la movilidad en una electroforesis en gel de
poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) (figura 9). Las muestras se sometieron a una electroforesis en
gel de Tris-glicina al 4-20% bajo condiciones no desnaturalizantes. Carril 1: marcadores de peso molecular; 2:
obestatina; 3: reaccion a pH 6,0; 4: reaccién a pH 7,4.

Segun se confirmé mediante SE-HPLC, los conjugados de obestatina-PSA fueron creados con éxito a pH 6,0 y pH
7,4. Los conjugados creados a pH 7,4 también se visualizan mediante SDS-PAGE.

10.1 Polisialilacion de la ADNasa |

En pacientes con fibrosis quistica (CF), la retencion de secreciones purulentas viscosas en las vias respiratorias
contribuye a una menor funcion pulmonar y a la exacerbacion de las infecciones. Las secreciones pulmonares
purulentas contienen concentraciones muy altas de ADN extracelular, que es liberado por leucocitos en
degeneracion que se acumulan en respuesta a una infeccion. El tratamiento de los pacientes de CF con
desoxirribonucleasa | (ADNasa |) hidroliza el ADN y asi reduce la viscoelasticidad del esputo. También se ha
propuesto para el tratamiento del lupus eritematoso sistémico y para el transporte dirigido a tumores.

10.2 Conjugacion N-terminal (especifica de sitio)

Se disolvié un exceso en 20 molar de acido polisialico 26 kDa oxidado (PSA) en tampén y se ajusté el pH a 6,0.
Entonces de afiadié ADNasa | bovina (Samsong & Sigma) y cianoborohidruro de sodio 50 mM (concentracion final),
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se reajusto el pH, y la mezcla de reaccion se llevo al volumen requerido. Las reacciones se realizaron a 37 + 1°Cy a
4 + 1°C con agitacion suave durante 18 horas.

10.3 Conjugacion aleatoria (comparativo)

Se disolvié un exceso en 10-50 molar de PSA 14 kDa oxidado en tampon, y el pH se ajusté a 7,4. Entonces de
afadié ADNasa | bovina (Samsong & Sigma) y cianoborohidruro de sodio 50 mM (concentracion final), se reajusto el
pH, y la mezcla de reaccion se llevé al volumen requerido. Las reacciones se realizaron a 37 £ 1°Cya 4 + 1°C con
agitacion suave durante 18 horas.

10.4 Analisis de la conjugacion

Los conjugados se visualizan mediante una disminucion en la movilidad en una electroforesis en gel de
poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) (figura 10.1). Las muestras se sometieron a una electroforesis en
gel de Tris-glicina al 4-20% bajo condiciones no desnaturalizantes. Carril 1: marcadores de peso molecular; 2:
blanco; 3: ADNasa |; 4: ADNasa | de Sigma; 5: blanco; 6: ADNasa | con PSA no oxidado; 7: PSA oxidado con
ADNasa |, reaccién a pH 7,4; 8: PSA oxidado con ADNasa |, reaccién a pH 6,0.

10.5 Purificacion de conjugados

Los conjugados de ADNasa I-PSA se purificaron empleando una cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC):
matriz de fenil-Sepharose, tampén de partida con sulfato de amonio 2,0 M, elucién en tampén sin sulfato de amonio.
Las fracciones de elucion después se aplicaron a una matriz de intercambio i6nico Q-Sepharose Fast Flow, y se
eluyeron con tampoén que contenia cloruro de sodio. La purificacion de los conjugados se confirmé mediante una
cromatografia liquida de alta resolucion de exclusion molecular (SE-HPLC) (figura 10.2). Se inyectaron 100 ul de la
reaccion de conjugacion en una columna SE-HPLC Superose 12 preequilibrada con fosfato de sodio 0,1 M, pH 6,9,
con un caudal de 0,25 ml/min. Se registra la absorbancia a 280 nm.

Los conjugados de ADNasa I-PSA muestran un menor tiempo de retencidon en una columna de exclusion molecular,
comparado con la ADNasa | sola.

10.6 Purificacion de ADNasa | activa

La ADNasa | activa se purificé a partir de una mezcla de ADNasa | activa e inactivada por calor mediante una
cromatografia de heparina-Sepharose. La mezcla de ADNasa | se aplicé a la columna en un tampoén con bajo
contenido en sales, y se eluyd con un gradiente creciente de cloruro de sodio. La actividad por mg de la ADNasa | en
la fraccion A12 fue aproximadamente 4 veces mayor que la de la muestra.

10.7 Actividad de los conjugados

Se midi6 la actividad de los conjugados y se comparé con la de la ADNasa | no conjugada empleando el ensayo de
verde de metilo (Sinicropi et al. (1994), Anal. Biochem., 222(2):351-358). Los conjugados de ADNasa I|-PSA
purificados creados a 37 + 1°C mostraron aproximadamente 10% de actividad (en tampén CaCl, 4 mM (véase a
continuacion)), comparado con la ADNasa | no conjugada.

Se midié el efecto de la titulacion de CaCl, sobre la actividad de hidrdlisis del ADN de la ADNasa | y de los
conjugados de ADNasa I-PSA (n = 1) (figura 10.3). El CaCl; es un aditivo de la formulacion. Se dispuso el ensayo de
ADNasa | de verde de metilo y se afadid mas CaCl,. La actividad se expresa con relacién a la actividad en un
tampon CaCl; 4 mM. El ensayo de ADNasa | de verde de metilo se dispuso con ADNasa | conjugada vy libre, y el
CaCl, se afade a concentraciones variables hasta una concentraciéon maxima de 100 mM. Se descubrié que la
adicion de CaCl; aumenta la actividad de la ADNasa | conjugada mas que la de la ADNasa | libre. Asi, se requiere
mas CaCl; para la actividad completa de los conjugados de ADNasa [-PSA.

Conclusion

Se han creado conjugados de ADNasa I-PSA activos en presencia de cianoborohidruro de sodio. Los conjugados se
han purificado a partir de ADNasa | libre y mostraron aproximadamente 10% de actividad por mg de ADNasa |,
comparado con la de la ADNasa | libre.
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REIVINDICACIONES

1.- Un método para producir un derivado N-terminal purificado de una proteina o un péptido, en el que (i) un
polisacarido activado que es un acido polisialico se hace reaccionar en el grupo amina del N-terminal de una
proteina o un péptido en una disolucion acida acuosa a un pH en el intervalo de 3 a 6,5 para producir un derivado N-
terminal, y (ii) el derivado N-terminal resultante se purifica en una disoluciéon acuosa con un pH mayor que en la
etapa (i) y que esta en el intervalo de 6,5 a 9,5.

2.- Un método segun la reivindicacion 1, en el que el polisacarido activado tiene un grupo aldehido, y la etapa (i) se
realiza bajo condiciones reductoras.

3.- Un método segun la reivindicacion 2, en el que el grupo aldehido reactivo esta en el extremo no reductor del
polisacarido.

4.- Un método segun la reivindicacion 1, en el que el polisacarido activado comprende una unidad de acido sialico, o
un resto derivado de una unidad de acido sialico, en su extremo no reductor y/o reductor.

5.- Un método segun la reivindicacion 1, en el que el acido polisialico consiste sustancialmente solo en unidades de
acido sialico.

6.- Un método segun la reivindicacién 5, en el que el polisacarido activado presenta al menos 2, preferiblemente al
menos 5, o mas preferiblemente al menos 10, lo mas preferiblemente al menos 50 unidades de acido sialico en la
molécula.

7.- Un método segun la reivindicacién 2, en el que el aldehido reactivo esta en el extremo no reductor del
polisacarido, y el extremo no reductor se ha pasivizado de modo que no reaccione con el N-terminal de una proteina.

8.- Un método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el pH de la disolucion acuosa en la
etapa (i) esta en el intervalo de 4,0-6,0, y en la etapa (ii) esta en el intervalo de 6,5-8,5.

9.- Un método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la proteina es una proteina terapéutica.

10.- Un método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la proteina es leptina, interferén, FSH,
galactosidasa o ADNasa.

11.- Un método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que se afiade un aditivo de la formulacién
a la disolucion acida acuosa en la etapa (i), que se selecciona de uno o mas tampones, estabilizantes, tensioactivos,
sales, polimeros, iones metalicos, azucares, polioles o0 aminoacidos.

12.- Un método segun la reivindicacion 11, en el que el aditivo de la formulacion es sorbitol, trehalosa o sacarosa.
13.- Un método segun la reivindicacion 11, en el que el aditivo de la formulacion es un tensioactivo no iénico.

14.- Un método segun la reivindicacion 11, en el que el aditivo de la formulacion es un polimero seleccionado de
PSA, PEG e hidroxi-beta-ciclodextrina.

15.- Un método segun la reivindicacion 11, en el que el aditivo de la formulaciéon es un ion metdlico divalente,
preferiblemente Zn2+, Ni2+, Co2+, Cu2+, Sr2+, Fe 2+, Ca2+ o Mg2+.

16.- Un método segun la reivindicacion 11, en el que el aditivo de la formulacion es un tampén, y el tampén es
fosfato/acetato de sodio.

17.- Un método segun la reivindicacion 2, en el que esta presente borohidruro en la disolucion acida acuosa en la
etapa (i) para proporcionar las condiciones reductoras.

18.- Una composicidon que comprende una poblacion de derivados de acido polisidlico de una proteina, en la que los
derivados comprenden entre 2 y 200 unidades de acido sialico, y en la que la poblacion comprende al menos 85%
de solo derivados N-terminales de la proteina.

19.- Una composicion segun la reivindicacion 18, en la que la proteina es leptina, y los derivados comprenden 100-
150 unidades de acido sialico.

20.- Una composicion segun la reivindicacion 18, en la que la proteina es FSH, y los derivados comprenden 75-200
unidades de acido sialico.

21.- Una composicion segun la reivindicacion 18, en la que la proteina es alfa-galactosidasa, y los derivados
comprenden 20-150 unidades de acido sialico.

22.- Una composicion segun la reivindicacion 18, en la que la proteina es ADNasa, y los derivados comprenden 2-
120 unidades de acido sialico.

17
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23.- Una composicion segun la reivindicacion 18, en la que la proteina es IFN, y los derivados comprenden 80-180
unidades de acido sialico.

24 .- Una composicion segun la reivindicacion 18, en la que la proteina es obestatina, y los derivados comprenden
20-100 unidades de acido sialico.

25.- Una composiciéon segun cualquiera de las reivindicaciones 18-24, en la que el acido polisialico tiene una
polidispersién menor que 1,3, preferiblemente menor que 1,2, lo mas preferiblemente menor que 1,1.

26.- Una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 18-25, que es una composicion farmacéutica y que
comprende ademas uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

18
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