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DESCRIPCION
FSH recombinante que incluye la sialilacion a 2,3y a 2,6.

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

Las gonadotropinas son un grupo de hormonas glicoproteicas heterodiméricas que regulan la funcién de las génadas
en machos y hembras. Incluyen la hormona foliculoestimulante (FSH), la hormona luteinizante (LH, luteinising
hormone) y la gonadotropina coriénica (CG, chorionic gonadotrophin).

La FSH se secreta de forma natural en la glandula pituitaria anterior y funciona para dar soporte al desarrollo folicular
y a la ovulacién. La FSH comprende una subunidad alfa de 92 aminoéacidos, también comun para otras hormonas
glicoproteicas LH y CG, y una subunidad beta de 111 aminoacidos Unica para FSH que confiere la especificidad
biologica de la hormona (Pierce y Parsons, 1981). Cada subunidad se modifica después de la traduccién mediante la
adicion de restos de carbohidrato complejos. Ambas subunidades portan 2 sitios para union de glicano unido en N, la
subunidad alfa en los aminoacidos 52 y 78 y la subunidad beta en los restos de aminoacidos 7 y 24 (Rathnam y
Saxena, 1975, Saxena y Rathnam, 1976). Por lo tanto la FSH esta glicosilada hasta aproximadamente un 30 % en
masa (Dias y Van Roey. 2001. Fox et al., 2001).

Durante muchos afios la FSH purificada de orina humana post-menopdéusica se ha usado en el tratamiento de la
infertilidad; tanto para estimular la ovulacién en la reproduccién natural como para proporcionar ovocitos para
tecnologias de reproduccion asistida. Dos versiones recombinantes de FSH, Gonal-F (Serono) y Puregon (Organon)
llegaron a estar disponibles a mediados de los afios 90. Ambas se expresan en células de ovario de hamster chino
(CHO) (Howles, 1996).

Existe una heterogeneidad considerable asociada con las preparaciones de FSH que se relaciona con diferencias en
las cantidades de diversas isoformas presentes. Las isoformas individuales de FSH presentan secuencias de
aminoéacidos idénticas pero se diferencian en el grado en el que se modifican después de la traduccion; las
isoformas en particular se caracterizan por la heterogeneidad de las estructuras de las ramificaciones de
carbohidratos y cantidades diferentes de incorporacién de &cido sidlico (un azucar terminal), de las cuales parece
que ambas influyen en la bioactividad de la isoforma especifica.

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

La glicosilacién de productos de FSH recombinante refleja la gama de glicosiltransferasas presentes en la linea
celular hospedadora. Los productos de rFSH existentes se obtienen a partir de células de ovario de hamster chino
(células CHO) modificadas por ingenieria. La gama de modificaciones de glicano en rFSH obtenida a partir de CHO
esta mas limitada que las encontradas en los productos naturales, obtenidos a partir de extractos de pituitaria u
orina. Los ejemplos de la reduccion de heterogeneidad de glicanos encontrada en rFSH obtenida a partir de CHO
incluyen una falta de glucosamina bisectante y una reduccion del contenido de fucosilacion del nicleo y extensiones
de acetil-lactosamina (Hard et al., 1990). Ademas, las células CHO solo son capaces de afadir &cido sialico usando
el enlace 02,3 (Kagawa et al., 1988, Takeuchi et al., 1988, Svensson et al., 1990). Esto es diferente de la FSH
producida de forma natural que contiene glicanos con una mezcla de acido sialico unido en 02,3 y 02,6.

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

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

El tiempo de vida en circulacién de la FSH se ha documentado para materiales a partir de una diversidad de fuentes.
Algunos de estos materiales se han fraccionado basandose en la carga molecular total, tal como se caracterizan por
su pl, en los que mas acido equivale a mayor carga negativa. Como se ha indicado previamente el principal
elemento de contribucién a la carga molecular global es el contenido total de acido sialico de cada molécula de FSH.
Por ejemplo, rFSH (Organon) tiene un contenido de acido sidlico de aproximadamente 8 mol/mol, mientras que la
FSH obtenida a partir de orina tiene un contenido mayor de acido sidlico (de Leeuw et al.,1996). Las tasas de
eliminacion en plasma correspondientes en rata son 0,34 y 0,14 ml/min (Ulloa-Aguirre et al.,2003). En otro ejemplo
en el que una muestra de FSH recombinante se separd en fracciones de alto y bajo pl, la potencia in vivo de la
fraccion de pl alto (menor contenido de acido sidlico) disminuy6 y tenia una semivida en plasma mas corta
(D'Antonio et al.,1999). También se ha informado que la FSH mas basica que circula durante los estadios tardios del
ciclo de ovulacion se debe a la disminucién de a2,3 sialil-transferasa en la pituitaria anterior que se produce por el
aumento de los niveles de estradiol (Damian-Matsumara et al.,1999. Ulloa-Aguirre et al.,2001). No se han informado
resultados para la 02,6 sialiltransferasa.

El contenido total de acido sidlico de FSH y rFSH no es directamente comparable ya que los acidos sidlicos
comunmente se unen de dos maneras. La FSH de pituitaria/suero/urinaria contiene acido sialico unido tanto en a2,3
como en 02,6, con una predominancia del primero. Sin embargo, los recombinantes obtenidos a partir de células
CHO solo contienen a2,3 (Kagawa et al., 1988, Takeuchi et al., 1988, Svensson et al., 1990). Esta es otra diferencia
entre los productos recombinantes naturales y actuales ademéas del menor contenido total de acido sidlico del dltimo.

Las células CHO se usan cominmente para la produccion de proteinas recombinantes humanas farmacéuticas. Un
analisis estructural ha identificado que el acido sialico esta exclusivamente unido por un enlace a2,3. (Kagawa et al.,
1988, Takeuchi et al., 1988, Svensson et al., 1990). Muchas glicoproteinas humanas contienen una mezcla de
enlaces tanto 02,3 como 02,6. Por lo tanto, las proteinas recombinantes expresadas usando el sistema de CHO se
diferenciaran de sus homologos naturales en su tipo de enlaces de &cido sidlico terminal. Esta es una consideracion
importante en la produccion de productos biol6gicos para uso farmacéutico ya que las fracciones de carbohidrato
pueden contribuir a los atributos farmacolégicos de la molécula.

Es deseable tener un producto de rFSH que repliqgue o mimetice mas estrechamente el perfil fisicoquimico y
farmacocinético del producto producido a partir de orina humana. Es deseable tener un producto de rFSH que tenga
una propiedad o propiedades farmacocinética(s) mejorada(s) en comparaciéon con el producto recombinante
conocido.

Los solicitantes han encontrado que el tipo de enlace de acido sialico, 02,3 0 02,6, puede tener una influencia
drastica en la eliminacién biolégica de FSH. Las lineas celulares humanas, a diferencia de las lineas de células
CHO, pueden expresar FSH recombinante con acidos sialicos unidos por enlaces tanto 02,3 como a2,6. En el
Ejemplo 4 se hizo una linea celular con FSH recombinante que expresaba FSH que contenia glicanos con bajos
niveles de acido sialico unidos tanto en 02,3 como en 02,6 (Figura 6). Este material basico, con un contenido
limitado de acido sidlico (Figura 4) se eliminaba de forma muy rapida de la circulaciéon en rata como se podria
predecir (Figura 7). A continuacion, la linea celular se sometié a una segunda etapa de manipulacion genética con la
adicion del gen que codifica la a2,6-sialil-transferasa (Ejemplo 5). La rFSH resultante estaba altamente sialilada lo
que muestra un contenido de &cido sialico y una distribucién de pl comparable con la FSH urinaria (Figura 5). Sin
embargo, el material se eliminaba muy rapidamente de la circulacién de ratas a una tasa comparable a la del
material original que tenia bajo contenido de acido sidlico (Figura 8). Esta era una observacion inesperada ya que se
sabe que una proporcién de acido sialico en la FSH natural y biolégicamente activa estd unida en a2,6. Se encontrd
qgue la eliminacion de rFSH sialilada en 02,6 estaba mediada por el receptor de asialoglicoproteina (ASGP)
encontrado en el higado (Ejemplo 9). Esto se demostré por el bloqueo transitorio de los receptores de ASGP usando
un exceso de otro sustrato para el receptor. Con el receptor bloqueado por asialofetuina, la eliminacion esperada
para el material altamente sialilado se restablecié (Figura 9). Esto se mantuvo durante varias horas hasta que el
bloqueo se superd y la rFSH altamente sialilada unida en a2,6 reanudé su rapida eliminacion.

Se preparé FSH recombinante con una mezcla de acido sialico unido tanto en a2,3 como en a2,6 modificando por
ingenieria una linea celular humana para que expresara tanto rFSH como 02,3 sialiltransferasa (Ejemplo 4 y 5). El
producto expresado es muy &cido y tiene una mezcla de acidos sidlicos unidos tanto en 02,3 como en a2,6; el ultimo
proporcionado por la actividad de sialil transferasa endégena (Figura 6). Esto tiene dos ventajas con respecto a rFSH
expresada en células CHO convencionales: en primer lugar el material esta mas altamente sialilado debido a las
actividades combinadas de las dos sialiltransferasas; y en segundo lugar el material se parece mas estrechamente a
la FSH natural. Es probable que esto sea mas apropiado biolégicamente hablando en comparacion con los
productos recombinantes obtenidos a partir de células CHO que producen solo &acido sialico unido en 02,3 (Kagawa
et al., 1988, Takeuchi et al., 1988, Svensson et al., 1990) y presentan una disminucién del contenido de &cido sidlico
(Ulloa-Aguirre et al.,1995., Andersen et al.,2004).

De acuerdo con la presente invencién se proporciona un método de produccion de FSH recombinante (en el
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presente documento rFSH o recFSH) que incluye sialilacion en a2,3 y sialilacién en 02,6, método que comprende
una etapa de produccién o expresién de rFSH en una linea de células Per.C6, en la que la linea de células Per.C6
se ha modificado mediante ingenieria para expresar una a2,3-sialiltransferasa.

La rFSH se produce o expresa en una linea celular Per.C6. Esto puede simplificar (y hacer més eficaz) el método de
produccién porque la manipulacién y control de, por ejemplo, el medio de crecimiento celular para retener la
sialilacion puede ser menos critico que con procesos conocidos. El método también puede ser mas eficaz porque se
produce poca rFSH basica en comparacion con la produccién de productos de rFSH conocidos; se produce rFSH
mas acida y la separacion/eliminacion de FSH basica es menos problematica. La rFSH se produce o expresa en una
linea de células Per.C6 modificada usando a2,3-sialiltransferasa. La linea celular se puede modificar usando a2,6-
sialiltransferasa. Como alternativa o adicionalmente, la rFSH puede incluir acidos sialicos unidos en 02,6 (sialilacion
en a2,6) proporcionados por la actividad de sialil transferasa endogena [de la linea celular].

La rFSH se produce usando a2,3-sialiltransferasa. La rFSH puede incluir acidos sialicos unidos en a2,6 (sialilacion
en a2,6) proporcionados por la actividad de sialiltransferasa endégena.

Los solicitantes han encontrado de forma sorprendente que la rFSH producida con el método de la invencion puede
replicar o imitar mas estrechamente el perfil fisicoquimico y farmacocinético del producto urinario humano natural
gue otros productos recombinantes. En otras palabras, la rFSH producida con el método de la invencion puede ser
mas cercana a la FSH "natural". Esto puede tener ventajas significativas respecto a la dosificacién, etc. Ademas, un
producto més "natural" 0 mas "humano" puede ser méas deseable para el paciente, que puede desear que la terapia,
aunque en un sentido artificial, sea tan "natural" como sea posible. Puede haber otras ventajas (por ejemplo,
ventajas farmacocinéticas) en un producto recombinante que tenga estructura de carbohidrato (por ejemplo, glicano)
que sea mas cercana a la FSH natural (por ejemplo, urinaria humana) que otros productos recombinantes.

Por tanto el método de la invencion proporciona una versién recombinante de FSH que porta una mezcla de acido
sialico en 02,3 y a2,6 y por lo tanto se parece mas estrechamente a la FSH natural. Se espera que el uso de este
compuesto para la estimulacién ovérica controlada, en técnicas de FIV, e induccién de la ovulaciébn de como
resultado una estimulacion mas natural del ovario en comparacion con los productos recombinantes existentes.

La FSH recombinante expresada en células de ovario de hamster chino (CHO) incluye exclusivamente una
sialilacion en 02,3 (Kagawa et al., 1988, Takeuchi et al., 1988, Svensson et al.,1990).

La FSH recombinante ("rFSH" o "recFSH") (y/o preparaciéon de FSH recombinante) producida de acuerdo con la
invencion incluye sialilacion en 02,3 y sialilacién en a2,6. Opcionalmente, la preparacion de rFSH o rFSH puede
incluir adicionalmente sialilacion en a2,8.

En el presente documento, la expresion "preparacién de FSH recombinante" incluye una preparacion para, por
ejemplo, uso farmacéutico que incluye FSH recombinante. En realizaciones de la invencion, la rFSH puede estar
presente en una isoforma individual o como una mezcla de isoformas.

La rFSH (o preparacion de rFSH) puede tener un contenido de &cido sialico [expresado en términos de una
proporcion de moles de &cido sidlico con respecto a moles de proteina] de 6 mol/mol o superior (Ejemplo 8), por
ejemplo entre 6 mol/mol y 15 mol/mol, por ejemplo entre 8 mol/mol y 14 mol/mol, por ejemplo entre 10 mol/mol y 14
mol/mol, por ejemplo entre 11 mol/mol y 14 mol/mol, por ejemplo entre 12 mol/mol y 14 mol/mol, por ejemplo entre
12 mol/mol y 13 mol/mol.

La rFSH (o preparacién de rFSH) puede tener un 10 % o mas de la sialilacion total que es sialilacién en sialilacion en
a2,3. Por ejemplo, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 o un 90 % o mas de la sialilacion total puede ser sialilaciéon en 02,3. La
rFSH (o preparacion de rFSH) puede incluir sialilacion en a2,3 en una cantidad que es de un 65 a un 85 % de la
sialilacion total, por ejemplo de un 70 a un 80 % de la sialilacion total, por ejemplo de un 71 a un 79 % de la
sialilacion total. La rFSH (o preparacion de rFSH) puede tener un 50 % o menos de la sialilaciéon total que es
sialilacion en a2,6. Por ejemplo un 40, 30, 20, 10, 5 % o menos de la sialilacion total puede ser sialilacion en 02,6. La
rFSH (o preparacion de rFSH) puede incluir sialilacion en a2,6 en una cantidad que es de un 15 a un 35 % de la
sialilacion total, por ejemplo de un 20 a un 30 % de la sialilacion total, por ejemplo de un 21 a un 29 % de la
sialilacion total. La rFSH (o preparacién de rFSH) puede tener 5 % o menos de la sialilacion total que es sialilacion
en 02,8. Por ejemplo un 2,5 % o menos de la sialilacion total puede ser sialilacion en 02,8. La rFSH (o preparacion
de rFSH) puede incluir sialilacion en a2,8 en una cantidad que es de un 0,1 a un 4 % de la sialilacion total, por
ejemplo de un 0,5 a un 3 % de la sialilacién total, por ejemplo de un 0,5 a un 2,5 % de la sialilacion total. Por
sialilacion se hace referencia a la cantidad de restos sidlicos presentes en las estructuras de la FSH. La sialilacién en
a2,3 se refiere a sialilacion en la posicion 2,3 (como se sabe bien en la técnica) y sialilacion en a2,6 en la posicién
2,6 (también se sabe bien en la técnica). Por lo tanto, "% de la sialilacion total puede ser sialilacion en a2,3", se
refiere al % del nimero total de restos de acido sialico presentes en la FSH que estan sialilados en la posicion 2,3. El
término "% de sialilacion total que es sialilacion en a2,6" se refiere al % del numero total de restos de acido sialico
presentes en la FSH que estan sialilados en la posicion 2,6.
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La rFSH (o preparacién de rFSH) puede tener un contenido de acido sialico (cantidad de sialilacién por molécula de
FSH) de (basandose en la masa de la proteina, en lugar de la masa de proteina mas carbohidrato) de un 6 % o
superior (por ejemplo, entre un 6 % y un 15 %, por ejemplo entre un 7 % y un 13 %, por ejemplo entre un 8 % y un
12 %, por ejemplo entre un 11 % y un 15 %, por ejemplo entre un 12 % y un 14 %) en masa.

La estructura de rFSH contiene fracciones de glicano. Se pueden producir ramificaciones con el resultado de que el
glicano puede tener 1, 2, 3, 4 0 mas restos de azUcares terminales o "antenas", como se sabe bien en la técnica. La
rFSH puede tener glicanos con presencia de sialilacién en estructuras monoantenarias y/o diantenarias y/o
triantenarias y/o tetrantenarias. La rFSH puede incluir preferentemente estructuras de glicano monosialilado,
disialilado, trisialilado y tetrasialilado con cantidades relativas como sigue a continuacidon: monosialilado en un 9-
15 %, disialilado en un 27 - 30 %, trisialilado en un 30-36 % Yy tetrasialilado en un 25-29 % (por ejemplo, como se
muestra por analisis WAX de glicanos cargados, como se expone en el Ejemplo 8 c).

La rFSH preparada con el método de la invencién se puede usar en una composicion farmacéutica que comprende
rFSH que incluye sialilacion en a2,3 y sialilacion en 02,6 (por ejemplo, como se ha establecido anteriormente). La
composicion farmacéutica puede comprender adicionalmente hCG y/o LH.

La hCG se puede obtener por cualquier medio conocido en la técnica. Como se usa en el presente documento, la
hCG incluye hCG obtenida a partir de ser humano y recombinante. La hCG obtenida a partir de ser humano se
puede purificar a partir de cualquier fuente apropiada (por ejemplo, orina y placenta) mediante cualquier método
conocido en la técnica. Los métodos para expresar y purificar hCG recombinante se conocen bien en la técnica.

La LH se puede obtener por cualquier medio conocido en la técnica. Como se usa en el presente documento, la LH
incluye LH obtenida a partir de ser humano y recombinante. La LH obtenida a partir de ser humano se puede
purificar a partir de cualquier fuente apropiada (por ejemplo, orina) mediante cualquier método conocido en la
técnica. Los métodos para expresar y purificar LH recombinante se conocen bien en la técnica.

La composicién farmacéutica puede ser para el tratamiento de infertilidad, por ejemplo, para uso en, por ejemplo,
tecnologias de reproducciéon asistida (TRA), induccién de la ovulacion o inseminacion intrauterina (lIU). La
composicion farmacéutica se puede usar, por ejemplo, en indicaciones médicas en las que se usan preparaciones
de FSH conocidas. La presente invencion también proporciona el uso de rFSH y/o una preparacion de rFSH descrita
en el presente documento (de acuerdo con aspectos de la invencién) para, o en la preparacién de un medicamento
para, el tratamiento de infertilidad. Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se pueden formular en
composiciones bien conocidas para cualquier via de administracion de farmacos, por ejemplo, oral, rectal,
parenteral, transdérmica (por ejemplo, tecnologia de parches), intravenosa, intramuscular, subcutanea,
intrasusternal, intravaginal, intraperitoneal, local (polvos, pomadas o gotas) o como una pulverizacién bucal o nasal.
Una composicion habitual comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como soluciébn acuosa,
excipientes no téxicos, incluyendo sales y conservantes, tampones y similares, como se describe en la decimoquinta
edicion de Pharmaceutical Sciences de Remington (Matt Publishing Company, 1975), en las péaginas 1405 a 1412 y
1461 - 87, y en el formulario nacional XIV decimocuarta edicién (American Pharmaceutical Association, 1975), entre
otros.

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

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

En algunos casos, para realizar una accidn prolongada es deseable ralentizar la absorcion de FSH (y otros principios
activos, si estuvieran presentes) de la inyeccién subcutanea o intramuscular. Esto se puede conseguir mediante el
uso de una suspension liquida de material cristalino o amorfo con baja solubilidad en agua. La velocidad de
absorcion de FSH depende entonces de su tasa de disolucidon que, a su vez, puede depender del tamafio de los
cristales y la forma cristalina. Como alternativa, la absorciéon retrasada de una forma de combinacion de FSH
administrada por via parenteral se consigue disolviendo o suspendiendo la combinaciéon de FSH en un vehiculo
oleaginoso.

Las formas en depdsito inyectables se pueden preparar formando matrices microencapsuladas de FSH (y otros
agentes, si estuvieran presentes) en polimeros biodegradables tales como polilactida-poliglicélido. Dependiendo de
la proporcion de FSH con respecto al polimero y de la naturaleza del polimero usado en particular, la tasa de
liberacion de FSH se puede controlar. Los ejemplos de otros polimeros biodegradables incluyen polivinilpirrolidona,
poli(ortoésteres), poli(anhidridos), etc. Las formulaciones inyectables en depdsito también se preparan atrapando la
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FSH en liposomas o microemulsiones que sean compatibles con tejidos corporales.

Las formulaciones inyectables se pueden esterilizar, por ejemplo, mediante filtracién a través de un filtro de retencién
de bacterias, o mediante la incorporacion de agentes de esterilizacién en forma de composiciones estériles sdlidas
gue se pueden disolver o dispersar en agua estéril u otro medio inyectable estéril justo antes de su uso. Las
formulaciones inyectables se pueden suministrar en cualquier envase adecuado, por ejemplo, vial, jeringuilla
cargada previamente, cartuchos de inyeccion, y similares.

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

El pH y la concentracion exacta de los diversos componentes de la composicion farmacéutica se ajustan de acuerdo
con la practica de rutina en este campo. Véase, THE PHARMACOLOGICAL BASIS FOR THERAPEUTICES de
GOODMAN y GILMAN, 72 ed. En una realizacién referente, las composiciones de la invencién se suministran como
composiciones para administracion parenteral. Los métodos generales para la preparacion de las formulaciones
parenterales se conocen en la técnica y se describen en REMINGTON; THE SCIENCE AND PRACTICE OF
PHARMACY, mencionado anteriormente, en las paginas 780-820. Las composiciones parenterales se pueden
suministrar en formulacion liquida o en forma de un solido que se mezclara con un medio inyectable estéril justo
antes de su administracion. En una realizacion especialmente preferente, las composiciones parenterales se
suministran en formas farmacéuticas unitarias para facilitar la administracién y la uniformidad de la dosificacién.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se describird ahora con méas detalle con referencia a los siguientes Ejemplos y a las figuras
adjuntas en las que:

la Figura 1 muestra un mapa plasmidico del vector de expresion pFSHalfa/beta;

la Figura 2 muestra el vector de expresion de a2,3-sialiltransferasa (ST3GAL4);

la Figura 3 muestra el vector de expresion de a2,6-sialiltransferasa (ST6GAL1L);

la Figura 4 muestra el enfoque isoeléctrico de FSH recombinante producida por células Per.C6 que expresan FSH
de forma estable;

la Figura 5 muestra un ejemplo de clones analizados mediante enfoque isoeléctrico de FSH recombinante producida
por células Per.C6 que expresan FSH de forma estable después de modificadas mediante ingenieria con a2,3- o
a2,6-sialiltransferasa;

la Figura 6 muestra el analisis de los enlaces de acido siélico de &cido sialico de Per.C6 FSH,;

la Figura 7 muestra las tasas de eliminacion metabdlica (MCR) de muestras de Per.C6 FSH,;

la Figura 8 muestra las MCR de muestras de Per.C6 FSH modificadas mediante ingenieria con a2,6-sialiltransferasa;
la Figura 9 muestra las MCR de muestras de Per.C6 FSH modificadas mediante ingenieria con a2,6-sialiltransferasa;
la Figura 10 muestra las MCR de muestras de Per.C6 FSH modificadas mediante ingenieria con 02,3-
sialiltransferasa;

la Figura 11 muestra el aumento de peso ovarico por clones de Per.C6 rFSH de Per.C6 rFSH precursoras, de
acuerdo con el método de Steelman y Pohley (1953);

la Figura 12 muestra el aumento de peso ovarico por clones de Per.C6 rFSH de Per.C6 rFSH modificados mediante
ingenieria (a2,6-sialiltransferasa); y

la Figura 13 muestra el aumento de peso ovarico por clones de Per.C6 rFSH de Per.C6 rFSH modificados mediante
ingenieria (02,3-sialiltransferasa).

Seleccion de Secuencias

FSH Humana

La region codificante del gen para el polipéptido alfa de FSH se usé de acuerdo con Fiddes y Goodman (1981). La
secuencia estd depositada como AHO007338 y en el momento de construccidon no habia otras variantes de esta
secuencia de proteina. En el presente documento la secuencia se denomina SEQ ID 1.

La region codificante del gen para el polipéptido beta de FSH se usa de acuerdo con Keene et al (1989). La

secuencia esta depositada como NM_000510 y en el momento de construccién no habia otras variantes de esta
secuencia de proteina. En el presente documento la secuencia se denomina SEQ ID 2.
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Sialiltransferasa

a2,3-Sialiltransferasa - La region codificante del gen para la beta-galactésido alfa-2,3-sialiltransferasa 4 (02,3-
sialiltransferasa, ST3GAL4) se us6 de acuerdo con Kitagawa y Paulson (1994). La secuencia esta depositada como
L23767 y en el presente documento se denomina SEQ ID 3.

a2,6-Sialiltransferasa - La region codificante del gen para la beta-galactésido alfa-2,6-sialiltransferasa 1 (a2,6-
sialiltransferasa, ST6GALL) se us6 de acuerdo con Grundmann et al., (1990). La secuencia estd depositada como
NM_003032 y en el presente documento se denomina SEQ ID 4.

Ejemplos
Ejemplo 1 Construccion del vector de expresion de FSH

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

FSHa-dir 5-CCAGGATCCGCCACCATGGATTACTACAGAAAAATATGC-3'
FSHa-inv 5-GGATGGCTAGCTTAAGATTTGTGATAATAAC-3'

FSHb-dir 5-CCAGGCGCGCCACCATGAAGACACTCCAGTTTTTC-3'
FSHb-inv 5'-CCGGGTTAACTTATTATTCTTTCATTTCACCAAAGG-3'

El ADN de FSH beta amplificado resultante se digirié con las enzimas de restriccion Ascl y Hpal y se insert6 en los
sitios Ascl y Hpal en el vector de expresion de mamiferos dirigido por CMV que porta un marcador de selecciéon de
neomicina. De forma analoga el ADN de FSH alfa se digiri6 con BamHI y Nhel y se inserté en los sitios BamHI y
Nhel en el vector de expresion que ya contenia el ADN del polipéptido beta de FSH.

El ADN del vector se uso para transformar la cepa DH5a de E. coli. Se cogieron sesenta colonias para amplificacion
y cincuenta y siete contenian el vector que contenia FSH tanto alfa como beta. Se seleccionaron veinte de estas
colonias para secuenciacién y todas contenian las secuencias correctas de acuerdo con SEQ ID 1y SEQ ID 2. Para
transfeccién se seleccioné el plasmido pFSH A+B N.° 17 (Figura 1).

Ejemplo 2 Construccidn del vector de expresion de ST3

La secuencia codificante de beta-galactosido alfa-2,3-sialiltransferasa 4 (ST3, L23767, SEQ ID 3) se amplificé por
PCR usando la combinacién de cebadores 2,3STdir y 2,3STinv.

2,3STdir 5-CCAGGATCCGCCACCATGTGTCCTGCAGGCTGGAAGC-3'
2,3STinv5-TTTTTTTCTTAAGTCAGAAGGACGTGAGGTTCTTG-3'

El ADN de ST3 amplificado resultante DNA se digirié con las enzimas de restriccibn BamHI y Aflll y se insert6 en los
sitios BamHI y Aflll en el vector de expresion de mamiferos dirigido por CMV que porta un marcador de resistencia a
higromicina. El vector se amplific6 como se ha descrito anteriormente y se secuenci6. El clon pST3 N.° 1 (Figura 2)
contenia la secuencia correcta de acuerdo con SEQ ID 3y se selecciond para transfeccion.

Ejemplo 3 Construccidn del vector de expresion de ST6

La secuencia codificante de beta-galactosamida alfa-2,6-sialiltransferasa 1 (ST6, NM_003032, SEQ ID 4) se
amplifico por PCR usando la combinacion de cebadores 2,6STdir y 2,6STinv.

2,6STdir 5-CCAGGATCCGCCACCATGATTCACACCAACCTGAAG-3'
2,6STinv 5'-TTTTTTTCTTAAGTTAGCAGTGAATGGTCCGG-3'

El ADN de ST6 amplificado resultante se digirié con las enzimas de restriccion BamHI y Aflll y se insert6 en los sitios
BamHI y Aflll en el vector de expresion de mamiferos dirigido por CMV que porta un marcador de resistencia a
higromicina. El vector se amplific6 como se ha descrito anteriormente y se secuencid. El clon pST6 N.° 11 (Figura 3)
contenia la secuencia correcta de acuerdo con SEQ ID 4 y se seleccioné para transfeccion.

Ejemplo 4 Expresién estable de pFSH A+B en células PER.C6. Transfeccion, aislamiento e identificacion
sistematica de clones.

Se generaron clones de Per.C6 que producen FSH mediante la expresion de ambas cadenas polipeptidicas de FSH
a partir de un Unico pldsmido (véase el Ejemplo 1).

Para obtener clones estables, se us6 un agente de transfeccién basado en liposomas con la construccion pFSH
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A+B. Se seleccionaron clones estables en VPRO suplementado con FCS al 10 % y que contenia G418. Tres
semanas después de la transfeccion los clones resistentes a G418 crecieron. Se seleccionaron un total de 250
clones para aislamiento. Los clones aislados se cultivaron en medio de seleccién hasta una confluencia de un 70-
80 %. Los sobrenadantes se sometieron a ensayo para contenido de proteina de FSH usando un ELISA selectivo de
FSH y la actividad farmacolégica en el receptor de FSH en la linea celular clonada, usando un ensayo de
acumulacion de AMPc. Los clones (98) que expresaban proteina funcional se desarrollaron para expansion del
cultivo en formato de 24 pocillos, 6 pocillos y matraces T80.

Se iniciaron estudios para determinar la productividad y calidad del material de siete clones en matraces T80 para
generar material suficiente. Las células se cultivaron en medio suplementado como se ha descrito anteriormente
durante 7 dias y el sobrenadante se recogi6. La productividad se determin6 usando el ELISA selectivo para FSH. Se
determiné el perfil isoeléctrico del material (Ejemplo 6). En la Figura 4 se muestran muestras representativas. La
informacién del IEF se us6 para seleccionar clones para analisis de tasa de eliminacién metabdlica (Ejemplo 9). Los
clones (005, 104, 179, 223, 144) con suficiente productividad y calidad se seleccionaron para modificacion mediante
ingenieria con sialiltransferasa.

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

Se generaron clones de Per.C6 que producian FSH altamente sialilada mediante expresion de a2,3 sialiltransferasa
0 02,6 sialiltransferasa de plasmidos separados (véanse los Ejemplos 2 y 3) en células Per.C6 que ya expresan
ambas cadenas polipeptidicas de FSH (véase el Ejemplo 4). Se seleccionaron cuatro clones producidos a partir de
células PER.C6® como se muestra en el Ejemplo 4 por sus caracteristicas incluyendo productividad, buen perfil de
crecimiento, produccion de proteina funcional y FSH producida que incluia una cierta sialilacion.

Se generaron clones estables como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 4. Un total de 202 clones del
programa de a2,3-sialiltransferasa y 210 clones del programa de a2,6-sialiltransferasa se aislaron, se expandieron y
40 se sometieron a ensayo. El numero final de clones para el estudio de 02,3 fue 12 y 30 para el estudio de a2,6.

Los clones de a2,3-sialiltransferasa se adaptaron a medio sin suero y condiciones en suspension.

Como se ha mencionado anteriormente, los clones se sometieron a ensayo usando un ELISA selectivo de FSH,
respuesta funcional en un linea celular con receptor de FSH, IEF (Ejemplo 6), tasa de eliminacion metabdlica
(Ejemplo 9) y analisis de Steelman Pohley (Ejemplo 10). Los resultados se compararon con una FSH recombinante
disponible en el mercado (Gonal-f, Serono) y las lineas de células Per.C6 con FSH precursoras. En la Figura 5 se
muestran muestras representativas. Algunos clones no demostraron un aumento de la sialilacién pero se puede
observar que la FSH producida por la mayoria de los clones presenta una sialilacién significativamente mejorada (es
decir, como promedio mas isoformas de FSH con indices elevados de &cidos sialicos) en comparacién con la FSH
expresada sin a2,3-0 a2,6-sialiltransferasa.

En conclusién, la expresion de FSH junto con sialiltransferasa en células Per.C6 da como resultado un aumento de
los niveles de FSH sialilada en comparacion con células que expresan solo FSH.

Ejemplo 6 Anélisis del pl de isoformas de FSH producidas en Per.C6 mediante enfoque isoeléctrico.

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

El enfoque isoeléctrico (IEF) es una técnica electroforética para la separacion de proteinas basada en su pl. El pl es
el pH al que la proteina no tiene carga neta y no migrara en un campo eléctrico. El contenido de acido sialico de las
isoformas de FSH altera sutiimente el punto de pl para cada isoforma, lo que se puede aprovechar usando esta
técnica para visualizar la isoformas de Per.C6 FSH de cada clon.

Los puntos isoeléctricos de las isoformas de FSH producidas en Per.C6 en sobrenadantes de cultivo celular se
analizaron usando enfoque isoeléctrico. Se produjo medio de cultivo celular de clones de Per.C6 FSH como se ha
descrito en el Ejemplo 4y 5.

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

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



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2629392713

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

Usando este método se identificaron clones que producian isoformas de FSH con un nimero mayor de moléculas de
acido sialico. La modificacion mediante ingenieria con a2,3-0 a2,6-sialiltransferasa dio como resultado clones con
mas acido sialico y un pl menor.

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

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

La FSH de Per.C6 purificada a partir de un clon precursor (sin sialiltransferasa adicional), un clon modificado por
ingenieria con a2,3-sialiltransferasa y un clon modificado por ingenieria con a2,6-sialiltransferasa se separaron
usando técnicas convencionales de SDS-PAGE. Como patrén se us6 una FSH recombinante disponible en el
mercado (Gonal-f, Serono).

El &cido sialico se analizé usando el kit de Diferenciacion de Glicano DIG (N.° de Cat. 11 210 238 001, Roche) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las reacciones positivas con aglutinina de Sambucus nigra (SNA)
indicaban acido sialico unido terminalmente en (2-6). Las reacciones positivas con aglutinina 1l de Maackia
amurensis (MAA) indicaban &cido sialico unido terminalmente en (a2-3).

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

En conclusién, la modificacion por ingenieria con células Per.C6 FSH con a2,3- o a2,6-sialiltransferasa aumentada
de forma satisfactoria el nimero de moléculas de acido sialico conjugadas a la FSH en la muestra.

Ejemplo 8a Cuantificacién del acido sialico total

El &cido sidlico es un carbohidrato unido a proteina que se considera que es un monosacarido y se produce en
combinacién con otros monosacaridos como galactosa, manosa, glucosamina, galactosamina y fucosa.

El &cido sialico total en la rFSH purificada (Ejemplo 11) se midié usando un kit de cuantificacion enzimatica de acido
sidlico de acuerdo con el protocolo del fabricante (Sigma, Sialic-Q). En resumen, la acido N-acetilneuraminico
aldolasa cataliza acido sidlico para N-acetiimanoasina y acido piravico. El &cido pirdvico se puede reducir a acido
lactico por B-NADH y lactico deshidrogenasa. La oxidacién de B-NADH se puede medir de forma precisa por via
espectrofotométrica.

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

El contenido total de acido sialico de Per.C6 FSH se midi6 y se encontré que era superior a 6 mol/mol.
Ejemplo 8b Cuantificacion de las cantidades relativas de acido siélico en 02,3, 02,6 y a2,8

El porcentaje de las cantidades relativas de en acido sidlico a2,3, 02,6 y a2,8 en rFSH purificada (Ejemplo 11) se
midieron usando técnicas conocidas.

Cada muestra de rFSH se inmovilizé (bloque de gel), se lavo, se redujo, se alquilé y se digiri6 con PNGasa F durante
una noche. A continuacion, los N-glicanos se extrajeron y se procesaron. Los N-glicanos para analisis de NP-HPLC y
WAX-HPLC se etiquetaron con el fluoréforo 2AB como se detalla en Royle et al. Los N-glicanos se desarrollaron en
HPLC de fase normal (NP) en una columna de amida de TSK (como se detalla en Royle et al.) con los tiempos de
retencién expresados en unidades de glucosa (UG).

Las muestras de los glicanos extraidos, combinados (extraidos como se ha mencionado anteriormente) se digirieron
con diferentes sialidasas para determinar los enlaces. La NAN 1 (sialidasa recombinante) libera acidos sialicos
terminales no reductores unidos en a2,3 (NeuNAc y NeuNGc), ABS (sialidasa de Arthrobacter ureafaciens) libera
acidos sialicos terminales no reductores unidos en 02,3, a2,6 y 02,8 (NeuNAc y NeuNGc). Las muestras se
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analizaron por NP-HPLC, para permitir la comparacion de la muestra sin digerir con la digerida con NAN1 y la
digerida con ABS. La comparacion de las tres trazas de NP-HPLC (sin digerir, digerida con NAN1, digerida con ABS)
muestra que la digestion con ABS y NAN1 da resultados diferentes. Esto indica que las muestras tienen acidos
sialicos con enlaces en 02,3, 02,6 y 02,8. Los porcentajes relativos se calcularon a partir de estructuras presentes en
el conjunto de glicanos sin digerir y se encontr6 que estaban en los intervalos de un 65 % - 85 % (por ejemplo,
77,75 %) para sialilacion en a2,3; de un 15 a un 35 % (por ejemplo, 21,46 %) para sialilacién en 02,6; y de un 0,1 a
un 3 % para sialilacion en a2,8.

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

Las cantidades de porcentaje relativo se midieron de estructuras mono, di, tri y tetra sialiladas en glicanos extraidos
a partir de rFSH purificada (Ejemplo 11) se midieron usando técnicas conocidas.

Cada muestra de rFSH se inmovilizé (bloque de gel), se lavé, se redujo, se alquilé y se digiri6 con PNGasa F durante
una noche. A continuacién, los N-glicanos se extrajeron y procesaron. Los N-glicanos se etiquetaron para andlisis de
NP-HPLC y WAX-HPLC con el fluor6foro 2AB como se detalla en Royle et al.

La HPLC de intercambio aniénico débil (WAX) para separar los N-glicanos por carga (Ejemplo 8b) se realiz6 como
se establece En Royle et al., con un patron de Fetuina N-glicano como referencia. Los glicanos se eluyeron de
acuerdo con el nimero de &cidos siélicos que contenian. Todas las muestras incluian estructuras mono (1S), di (2S),
tri (3S) y tetra (4S) sialiladas. Se encontrd que las cantidades relativas de las estructuras sialiladas estaban en las
siguientes proporciones (1S:2S:4S:4S): 9-15 %: 27-30 %: 30-36 %: 25-29 % (por ejemplo 10,24:28,65:35,49:25,62).

Ejemplo 9 Determinacién de las tasas de eliminacion metabdlica de rFSH

Para determinar la tasa de eliminacién metabdlica (MCR) de muestras de Per.C6 FSH, se inyectaron ratas hembras
conscientes (3 animales por clon) en la vena de la cola en el tiempo cero con un bolo de rFSH (1 - 10 pg/rata,
baséndose en la cuantificacion de las muestras por ELISA, DRG EIA 1288). Se extrajeron muestras de sangre
(400 pl) de la punta de la cola 1, 2, 4, 8, 12, 24 y 32 horas después de la inyeccién de la muestra de ensayo. El
suero se recogio por centrifugacion y se sometié a ensayo para el contenido de FSH por ELISA (DRG EIA 1288).

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

Para investigar si el material de Per.C6 FSH se eliminaba a través de este mecanismo, el ASGP-R se saturé con
asialofetuina. La tasa de eliminacién metabdlica del material precursor modificado por ingenieria con 02,6 o a2,3-
sialiltransferasa se determin6 como se ha descrito con la coadministracién de un minimo de exceso molar de 7500
veces de asialofetuina para saturar el ASPG-R durante 1-2 horas.

El material producido por los clones precursores de Per.C6 FSH contenia una cierta cantidad de material de MCR de
mayor duracion pero un alto porcentaje se eliminé rapidamente (Figura 7). El clon director 005 que contenia el
material mas sialilado se modificé por ingenieria usando a2,6 o a2,3-sialiltransferasa (Ejemplo 5). Aunque los clones
modificados por ingenieria con a2,6-sialiltransferasa demostraban un aumento de la sialilaciéon (Figura 5) no habia
mejora en la MCR (Figura 7). El bloqueo de ASGR restablecié la MCR del material a2,6 con respecto a la del patron
lo que demuestra que incluso con un aumento de los enlaces a2,6 el material se elimina rdpidamente (Figura 8). La
modificacién por ingenieria con a2,3-sialiltransferasa dio como resultado clones con MCR comparable a la del patrén
(Figura 9) y el contenido sidlico variable era coherente con lo que se sabe para las isoformas de FSH (Figura 10).

Ejemplo 10 Ensayo in vivo de Steelman-Pohley

Para demostrar que el aumento del contenido de acido sialico en FSH produce un aumento del efecto bioldgico, se
examino el aumento en los pesos ovaricos en ratas por FSH altamente sialilada tal como la producida en el Ejemplo
5.

El aumento en los pesos ovaricos debido a los clones de Per.C6 rFSH se analizé6 de acuerdo con el método de
Steelman y Pohley (1953). Se cuantifico la rFSH de Per.C6 de muestras de medio celular filtrado por ELISA (DRG,
EIA-1288). Las muestras (rFSH de Per.C6) y los patrones (rFSH de Gonal-f) se sometieron a ensayo a cinco dosis
diferentes (3 animales/dosis). El Gonal-f se administré a 50, 100, 200, 400 y 800 ng/rata. Las dosis de las muestras
se calcularon usando sus valores de AUC con respecto a Gonal-f, por lo general de 0,05 - 10 ug/rata.

En conclusion, el material subsialilado producido por los clones Per.C6 FSH precursores (Figura 11) no era tan
potente en el ensayo de aumento del peso ovarico como la rFSH disponible en el mercado. La modificacién por
ingenieria con sialiltransferasa para afiadir enlaces 02,6 adicionales aumentaba el contenido de acido sialico pero no
mejoraba la potencia en el ensayo in vivo (Figura 12). Sin embargo, los enlaces en a2,3 adicionales mejoraban la
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potencia de forma significativa (Figura 13) y las dos preparaciones de FSH recombinante (obtenidas a partir de
Per.C6 y CHO) presentan perfiles muy similares en este ensayo.

Ejemplo 11 Visiéon de conjunto de produccion y purificacion

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

La FSH del clon precursor 005, del clon 007 de 02,3, y del clon 059 de 02,6 se prepard usando una modificacion del
método descrito por Lowry et al.,(1976).

Para la produccion de PER.C6-FSH, las lineas celulares se adaptaron a un medio sin suero, es decir, Excell 525
(JRH, Biosciences). Las células se cultivaron primero para formar una monocapa confluente en un 70 %-90 % en un
matraz de cultivo T80. Al pasarlas las células se voIV|eron a suspender en el medio sin suero, Excell 525 + L-
glutamina 4 mM, a una densidad celular de 0,3 x 10° células/ml. Una suspensioén celular de 25 ml se colocé en un
matraz agitador de 250 ml y se agit6 a 100 rpm a 37 °C en CO al 5 %. Después de alcanzar una densidad celular >
1 x 10° células/ml, las células se subcultivaron a una densidad celular de 0,2 0 0,3 x 10° células/ml y se cultivaron
adicionalmente en matraces agitadores a 37 °C en COzal 5 % y 100 rpm.

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

A partir de ese momento, la purificacion de FSH se realizé usando una modificacion del método descrito por Lowry et
al.,( 1976). Esto se consiguié por cromatografia sobre DEAE celulosa, filtracion en gel en Sephadex G100,
cromatografia de adsorcion sobre hidroxiapatita, y electroforesis en poliacrilamida preparativa.

Durante todos los procedimientos cromatograficos, la presencia de FSH inmunorreactiva se confirmé por RIA (DRG
EIA 1288) e IEF (Ejemplo 6).
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SEQID1
Polipéptido alfa de la hormona foliculoestimulante
5  Numero de registro AHO07338

Secuencia de nucleétidos de alfa FSH

1 ATGGATTACT  ACAGARARTA
GTTTCTGCAT
61 GTTCTCCATT CCGCTCCTGA
GGAAARACCCA
121 TTCTTCTCCC  AGCCGGGTGC
CTCTAGAGCA
181 TATCCCACTC  CACTAAGGTC
CACCTCAGAG
241 TCCACTTGCT  GTGTAGCTAA
TTTCAAAGTG

TGCAGCTATC

TGTGCAGGAT

CCCAATACTT

CARGAAGACG

ATCATATAAC

TTTCTGGTCA  CATTGTCGGT
TGCCCAGAAT  GCACGCTACA
CAGTGCATGG  GCTGCTGCTT
ATGTTGGTCC  AAAAGAACGT
AGGGTCACAG  TAATGGGGGG

301 GAGAACCACA CGGCGTGCCA CTGCAGTACT TGTTATTATC ACAAATCTTA A

10
Secuencia de proteina de alfa FSH

1 METLOQFFFLEF
YTRDLVYKDF

CCWEAICCHNS

61 ARFPEIQKTCT FEELVYETVE
DCTVRGLGES

121 ¥YCSFGEMKE
15 SEQID?2
Polipéptido beta de la hormona foliculoestimulante
Numero de registro NM_000510

20
Secuencia de nucleétidos de beta FSH

1 ATGAAGACAC TCCAGTTTTT
CTGCAATAGC

61 TGTGAGCTGA  CCAACATCAC
CTGCATAAGC

CELTNITIAT

VPGCAHHADS

CTTCCTTTTC

CATTGCAATA

14

EKEECRFCIS INTTWCAGYC

LYTYPVATQC HCGECDSDST

TGTTGCTGGA  AAGCAATCTG

GAGAAAGAAG  AATGTCGTTT



ES 2629392713

121 ATCAACACCA  CTTGGTGTGC TGGCTACTGC TACACCAGGG  ATCTGGTGTA
TAAGGACCCA

181 GCCAGGCCCA  AAATCCAGAR  AACATGTACC TTCAAGGAAC TGGTATATGA
ARCAGTGAGA

241 GTGCCCGECT GTGCTCACCA TGCAGATTCC TTGTATACAT  ACCCAGTGGC
CACCCAGTGT

301 CACTGTGGCA  AGTGTGACAG  CGACAGCACT GATTGTACTG  TGCGAGGCCT
GGGGCCCAGC

361 TACTGCTCCT TTGGTGAAAT GAAAGAATAR

Secuencia de proteina de beta FSH

1 MKTLOFFFLF  CCWKAICCHNS CELTNITIAI EKEECRFCIS INTTWCAGYC
YTRDLVYKDF
61 ARFPEIQKTCT FEELVYETVE  VPGCAHHADS LYTYPVATQC HCGKCDSDST
DCTVRGLGES
121 YCSFGEMEE

SEQID 3
Beta-galactésido alfa -2,3-sialiltransferasa 4
NUmero de registro L23767

Secuencia de nucleétidos de ST3GAL4

1 ATGTGTCCTG  CAGGCTGGAR  GCTCCTGGCC  ATGTTGGCTC TGGTCCTGGT

CGTCATGGTG

61 TGGTATTCCA  TCTCCCGGGA — AGACAGGTAC  ATCGAGCTTT TTTATTTTCC
CATCCCAGAG
121  AAGARAGGAGC  COGTGCCTCCA GGGTGAGGCA GAGAGCAAGG  CCTCTAAGCT
CTTTGGCAAC
181 TACTCCCGGG  ATCAGCCCAT  CTTCCTGCGG CTTGAGGATT  ATTTCTGGGT
CAAGACGCCA
241 TCTGCTTACG  AGCTGCCCTA  TGGGACCAAG  GGGAGTGAGG  ATCTGCTCCT
CCGGGTGCTA
301 GCCATCACCA  GCTCCTCCAT  CCCCAAGAAC  ATCCAGAGCC TCAGGTGCCG
CCGCTGTGTG
361 GTCGTGGGGA  ACGGGCACCG GCTGCGGAAC AGCTCACTGG GAGATGCCAT
CAACAAGTAC

15
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421 GATGTGGTCA  TCAGATTGAA  CAATGCCCCA  GTGGCTGGCT  ATGAGGGTGA
CGTGGGCTCC

481 ARGACCACCA  TGCGTCTCTT  CTACCCTGAR  TCTGCCCACT TCGACCCCAA
AGTAGARARC

541  AACCCAGACA  CACTCCTCGT  CCTGGTAGCT TTCAAGGCAA  TGGACTTCCA
CTGGATTGAG

601  ACCATCCTGA  GTGATAAGAA  GUGGGTGCGA  AAGGGTTTCT  GGAARCAGCC
TCCCCTCATC

661 TGGGATGTCA  ATCCTAAACA  GATTCGGATT  CTCAACCCCT TCTTCATGGA
GATTGCAGCT

721 GACAARCTGC TGAGCCTGCC  AATGCAACAG  CCACGGAAGA  TTAAGCAGAA
GCCCACCACG

781 GGCCTGTTGG  CCATCACGCT  GGCCCTCCAC  CTCTGTGACT TGGTGCACAT
TGCCGGCTTT

841 GGCTACCCAG  ACGCCTACAA  CRAAGAAGCAG  ACCATTCACT  ACTATGAGCA
GATCACGCTC

901 AAGTCCATGG  CGGGGTCAGG  CCATAATGTC TCCCAAGAGG  CCCTGGCCAT
TAAGCGGATG

961 CTGGAGATGG GAGCTATCAA GAACCTCACG TCCTTCTGA

Secuencia de proteina de ST3GAL4

1 MCPAGWEKLLA  MLALVLVVMY  WY3ISREDRY IELFYFFIFE KEEPCLOGEA
ESKASKLFGHN

61 YSRDQPIFLR. ~ LEDYFWVETP SAYELPYGTKE  GSEDLLLEVL  AITS3SIPEN
IQSLRCRRCV
121 YWGNGHRLRIN SSLGDAINEY DVVIRLNNAP  VAGYEGDVGS KTTMRLFYPE
SAHFDPEVEN
181 NPDTLLVLVA FKAMDFHWIE TILSDKKRVR KGFWEQPPLI WDVNPEQIRI
LNPFFMEIAR
241 DELL3LFMQQ FREIKQKEPTT GLLAITLALH LCDLVHIAGE  GYPDAYNEEKQ
TIHYYEQITL
301 KESMAGSGHNV SQEALAIKEM LEMGAIEKNLT SF

SEQID 4
Beta-galactosamida alfa-2,6-sialitransferasa 1
NUmero de registro NM_003032

Secuencia de nucleétidos de ST6GAL1

16



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

1021 TATGAGTTCC
GAAGTTCTTC
1081 GATAGTGCCT
TTTGGTGAAG
1141 CATCTCAACC
ACTGCCTGGC

ES 2629392713

CCAACCTGAA

GTGTGTGGAR

AATTCCAGGT

CCTCAAGCAG

TAGCCAAGGC

ACCTTATCCC

TGTCCTACAA

TCCGGGACCA

ARATGGGAGGG

GTGCTGTTGT

ATCATGACGC

GCACAAARMMC

TCAARGACAG

CAGATATCCC

ATCGTAAGCT

TATGGGACAT

GGATGCTTGG

TCCCATCCAA

GCACGATGGG

AGGGCACAGA

1201 TTCCGGACCA TTCACTGCTA A

GARAAAGTTC

GGAAAAGARG

GTTAAAGAGT

CACCCAGGAC

CAAACCAGAG

TAGGCTGCAA

GGGGCCAGGA

TGTGAATGTA

TTATCTGCCC

GTCGTCAGCG

AGTCCTGAGG

TACCATTCGC

TTTGTACAAT

AARGTGGTAC

GCACCCCAAT

TCTTCRAAGAR

TATCATCATC

GCGCAAGACT

TGCCTACCAC

TGAGGACATC

17

AGCTGCTGCG

ARARGGGAGTT

CTGGGGAAAT

CCCCACAGGG

GCCTCCTTCC

AAGATCTGGA

CCAGGCATCA

TCCATGGTAG

AAGGAGAGCA

GGATCTCTGA

TTTAATGGGGE

CTGATGAACT

GAAGGARATCC

CAGAATCCGG

CAGCCCTTTT

ATCTCCCCAG

ATGATGACGC

GACGTGTGCT

CCGCTGCTCT

TACCTGCTTG

TCCTGGTCTT

ACTATGATTC

TGGCCATGGEE

GCCGCCAGAC

AGGTGTGGAR

AGAATTACCT

AGTTCAGTGC

AGGTCACAGH

TTAGGACCAA

AGTCCTCCCA

CACCCACAGC

CTCAGTTGGT

TAATTGTATG

ATTATAATTT

ACATCCTCAA

AAGAGATTCH

TGTGTGACCA

ACTACTACCH

ATGAGAAGAA

GAARAGCCAC
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Secuencia de proteina de ST6GAL1

1  MIHTNLKKKF
LGKLAMGSDS
61  QSVSSSSTOD
KIWKNYLSMN
121  KYKVSYKGEG
KESIRTKAGP
181 WGRCAVVSESA
LMNSQLVTTE
241  KRFLKDSLYN
QPFYILKPQM
301 PWELWDILOQE
DVCYYYQKFF

361 DSACTMGAYH PLLYEKNLVK HLNQGTDEDI YLLGKATLPG FRTIHC

SCCVLVFLLF

PHRGROQTLGS

PGIKFSAEAT

GSLESSQLGR

EGILIVWDPS

ISPEEIQOPNP

AVICVWEKEEKK

LRGLAKAKPE

RCHLRDHVIV

EIDDHDAVLER

VYHSDIPEWY

P3SGMLGIII

18

KGSYYDSFKL

ASFQVWNEDS

SMVEVTDEFF

FNGAPTANFQ

ONPDYNEFNN

MMTLCDOVDI

OTKEFQVLES

SSKNLIPRLO

NT3EWEGYLP

QDVGTETTIR

YKTYRKLHPN

YEFLPSKRKT
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Ferring International Center S.A.
<120> Preparacién farmacéutica
<130> P/60084.EP03

<150> US 61/045424
<151> 16-04-2008

<150> EP 08251528.9
<151> 25-04-2008

<160> 16

<170> Patentln version 3.3

<210>1

<211> 351

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> SEQ ID 1 Secuencia de nucledtidos de alfa FSH

<400> 1
atggattact acagaaaata tgcagotate tttetggtea cattgteggt
gttetocatt cegetodtga tgtgeaggat tgeecagaat geacgetaca
ttectteteocce agecocgggtge cccaatactt cagtgcatgg getgetgett
tatcccacte cactaaggtc caagaagacg atghtggtcc aaaagaacgt
tccacttget gtgtagetaa atcatataac agggtcacag taatgggogg
gagaaccaca cggcgtgeca ctgeagtact tgttattate acaaatetta

<210> 2

<211> 390

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> SEQ ID 2 Secuencia de nucledétidos de beta FSH

<400> 2

19

gtttetgeat
ggaaaaceca
ctctagagea
cacctcagag
tttcaaagtyg

a

60

120

180

240

300

351
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20

<210>
<211>
<212>

atgaagacac
tgtgagctga
atcaacacca
gccaggeoeca
gtgecegget
cactgtggea

tactgctoct

3
999
ADN

tccagttttt
ccaacatcac
cttggtgtge
aaatccagaa
gtgetecacea
agtgtgacag

ttggtgaaat

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2629392713

ctteoctttte
cattgcaata
tggctactge
aacatgtace
tgcagattece
cgacagoact

gaaagaataa

tgttgctgga
gagaaagaag
tacaccaggg
ttcaaggaac

ttgtatacat

gattgtactg

<223> SEQ ID 3 Secuencia de nucledtidos de ST3GAL4

<400>

<210>
<211>
<212>

3
atgtgtcctg
tggtattceca
aagaaggagc
tactccecggg
tctgettacg
gccatcaccea
gtegtgggga
gatgtggtca
aagaccacca
aacccagaca
accatcetga
tgggatgtea
gacaaactge
ggcctgttag
ggctaccecag
aagtccatgg
ctggagatygg

4

1221
ADN

caggctggaa
tcteoccecggga
cgktgeocteoca
atcagcccat
agctgeeccta
gctecteoeat
acgggeacceqg
tcagattgaa
tgegtctett
cactectegt
gtgataagaa
atactaaaca
tgageetgee
ccatcacget
acgcctacaa
cggagtcagy

gagectatcaa

<213> Secuencia artificial

<220>

gctoctggee
agacaggtac
gggtgaggca
cttectgegg
tgggaccaag
ccccaagaac
gctgeggaac
caatgccecca
ctaccctgaa
coctggtaget
gcgggtgega
gatteggatt
aatgcaacag
ggccctcoccac
caagaagcag
ccataatgtce

gaaccteacy

atgttggctc
atcgagettt
gagagcaagg
cttgaggatt
gggagtgagyg
atccagagec
agctcactgg
gtggctgget
tctgeccact
ttcaaggcaa
aagggtttct
ctcaaccaet
ccacggaaga
ctetgtgact
accattcact
tceccaagagy

tecttetga

<223> SEQ ID 4 Secuencia de nucleéttidos de ST6GAL1

20

aagcaatctg
aatgtcgttt
atctggtgta
tggtatatga

acccagtgge

tgegaggect

tggtcetggt
tttattttee
cctctaaget
atttetgggt
atctgetect
tecaggtgecyg
gagatgccat
atgagggtga
tegacececaa
tggactteca
ggaaacagce
tettoatgga
ttaageagaa
tggtgecacat
actatgagca

ccctggeeat

ctgcaatage
ctgcataagc
taaggaccca
aacagtgaga
cacccagtgt

ggggcccagc

cgtcatggtyg
catcccagag
ctttggcaac
caagacgcca
cogggtgcta
cocgetgtgtg
caacaagtac
cghbgggctce
agtagaaaac
ctggattgag
tcceceteate
gattgeaget
goooaccacyg
tgecggettt
gatcacgecte

taagcggatyg

60

120

180

240

300

360

350

60

120

180

2490

300

360

420

480

540

400

660

720

780

840

800

960

999
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<400> 4

atgattecaca
gcagteatet
caaaccaagyg
cagtctgtat

ctcagaggce

tettecasaa
aagtacaaag
cgetgecace
aatacctcty
tggggeaggt
gaaatcgaty
caagatgtgg
aagegettee
gtataccact
tacaagactt
ccttgggage
ccatcctety
tatgagttece
gatagtgect
catecteaace

ttcecggacea

ES 2629392713

ccaacctgaa gaaaaagtte

gtgtgtggaa ggaaaagaag

aattecaggt gttaaagagt

cctcaagcag cacccaggac

tagccaagge caaaccagag

acettatece
tgtectacaa
tecgggacea
aatgggaggy
gtgectgttgt
atcatgacge
geacaaaaac
t¢aaagacag
cagatateoce
atcgtaagct
tatgggacat
ggatgcttgg
teccateocaa
geacgatggyg
agggcacaga

ttcactgcta

taggctgeaa
ggggecagga
tgtgaatgta
ttatctgecco
gtcgtcageg
agtcctgagy
taccattege
tttgtacaat
aaagtggtac
gcaccccaat
tcttcaagaa
tatcatcatc
gecgeaagact
tgcctaccac
tgaggacate

a

<210>5

<211> 129

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de proteina de alfa FSH

<400>5

agetgetgeg
aaagggagtt
ctggggaaat
ccccacaggg

geckteocttec

aagatctgga
caaggeatea
tocatggtag
aaggagagca
ggatctctga
tttaatgggyg
ctgatgaact
gaaggaatce
cagaateccgg
cagccetttt
atctceccecag
atgatgacgce
gacgtgtget
cogetgetet

tacetgetty

21

tocctggtott
actatgatte
tggeecatggg
gceogecagac
aggtgtggaa
agaattaccet
agtteagtge
aggtcacaga
ttaggaccaa
agtcctcocca
cacccacagc
ctecagttggt
taattgtatyg
attataattt
acatcctcaa
aagagattca
tgtgtgacca
actactacca
atgagaagaa

gaaaagccac

tettetgttt
ctttaaattyg
gtetgattee
cctcoggecagt
caaggacagc
aageatgaac
agaggeectg
ttttecette
ggctgggect
actaggcaga
caacttccaa
taccacagag
ggacecatet
ctttaacaac
gccccagatyg
gccaaacccc
ggtggatatt
gaagttette
tttggtgaag

actgectgge

60
120
130
240

300

360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200

1221
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Met Lys Thr Leu Gln Phe Phe Phe Leu Phe Cys Cys Trp Lys Ala Ile

Cys Cys Asn Ser Cys Glu Leu Thr Asn Ile Thr Ile Ala Ile Glu Lys
20 25 30

Glu Glu Cys Arg Phe Cys Ile Ser Ile Asn Thr Thr Trp Cys Ala Gly
35 40 45

Tyr Cys Tyr Thr Arg Asp Leu Val Tyr Lys Asp Pro Ala Arg Pro Lys
50 55 60

Ile Gln Lys Thr Cys Thr Phe Lys Glu Leu Val Tyr Glu Thr Val Arg
65 70 75 80

Val Pro Gly Cys Ala His His Ala Asp Ser Leu Tyr Thr Tyr Pro Val
85 90 95

Ala Thr Gln Cys His Cys Gly Lys Cys Asp Ser Asp Ser Thr Asp Cys
100 105 110

Thr Val Arg Gly Leu Gly Pro Ser Tyr Cys Ser Phe Gly Glu Met Lys
115 120 125

Glu

<210>6

<211> 129

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de proteina de beta FSH

<400> 6

22
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Met Lys

Cys Cys

Glu Glu

Tyr Cys
50

Ile Gln
65

Val Pro

Ala Thr

Thr Val

Glu

<210>7

<211> 332
<212> PRT

Thr

Asn

Cys

35

Tyr

Lys

Gly

Gln

Arg
115

Leu

Ser

20

Arg

Thr

Thr

Cys

Cys

100

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

Cys

Phe

Arg

Cys

Ala

85

His

ES 2629392713

Phe

Glu

Cys

Asgp

Thr

70

His

Cys

Gly

Phe

Leu

Ile

Leu

55

Phe

His

Gly

Pro

<223> Secuencia de proteina de ST3GAL4

<400> 7

Phe

Thr

Ser

40

Val

Lys

Ala

Lys

Ser
120

23

Leu

Asn

25

Ile

Tyr

Glu

Asp

Cys

105

Tyr

Phe

10

Ile

Asn

Lys

Leu

Ser

90

Asp

Cys

Cys

Thr

Thr

Asgp

Val

75

Ser

Ser

Cys

Ile

Thr

Pro

60

Tyr

Tyr

Asp

Phe

Trp

Ala

Trp

45

Ala

Glu

Thr

Ser

Gly
125

Lys

Ile
30

Cys

Arg

Thr

Tyr

Thr

110

Glu

Ala

15

Glu

Ala

Pro

Val

Pro
95

Asp

Met

Ile

Lys

Gly

Lys

Arg

Val

Cys

Lys
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Met Cys Pro Ala Gly Trp Lys Leu Leu Ala Met Leu Ala Leu Val Leu

Val Val Met Val Trp Tyr Ser Ile Ser Arg Glu Asp Arg Tyr Ile Glu
20 25 30

Leu Phe Tyr Phe Pro Ile Pro Glu Lys Lys Glu Pro Cys Leu Gln Gly
35 40 45

Glu Ala Glu Ser Lys Ala Ser Lys Leu Phe Gly Asn Tyr Ser Arg Asp
50 55 60

Gln Pro Ile Phe Leu Arg Leu Glu Asp Tyr Phe Trp Val Lys Thr Pro
65 70 75 80

Ser Ala Tyr Glu Leu Pro Tyr Gly Thr Lys Gly Ser Glu Asp Leu Leu
85 90 95

Leu Arg Val Leu Ala Ile Thr Ser Ser Ser Ile Pro Lys Asn Ile Gln
100 105 110

Ser Leu Arg Cys Arg Arg Cys Val val val Gly Asn Gly His Arg Leu
115 120 125

Arg Asn Ser Ser Leu Gly Asp Ala Ile Asn Lys Tyr Asp Val Val Ile
130 135 140

Arg Leu Asn Asn Ala Pro Val Ala Gly Tyr Glu Gly Asp Val Gly Ser
145 150 155 160

Lys Thr Thr Met Arg Leu Phe Tyr Pro Glu Ser Ala His Phe Asp Pro
165 170 175

Lys Val Glu Asn Asn Pro Asp Thr Leu Leu Val Leu Val Ala Phe Lys
180 185 190

Ala Met Asp Phe His Trp Ile Glu Thr Ile Leu Ser Asp Lys Lys Arg
195 200 205

Val Arg lys Gly Phe Trp Lys Gln Pro Pro Leu Ile Trp Asp Val Asn

24
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Pro
225

Asp

Lys

Asp

Lys

Gly
305

Leu

<210> 8
<211> 406
<212> PRT

210

Lys

Lys

Pro

Leu

Gln

290

Ser

Glu

Gln

Leu

Thr

vVal

275

Thr

Gly

Met

Ile

Leu

Thr

260

His

Ile

Hisg

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>

Arg

Ser

245

Gly

Ile

His

Asn

Ala
325

ES 2629392713

Ile

230

Leu

Leu

Ala

Tyr

Val

310

Ile

215

Leu

Pro

Leu

Gly

Tyr

295

Ser

Lys

<223> Secuencia de proteina de ST6GAL1

<400> 8

Asn

Met

Ala

Phe

280

Glu

Gln

Asn

25

Pro

Gln

Ile

265

Gly

Gln

Glu

Leu

Phe

Gln

250

Thr

Tyr

Ile

Ala

Thr
330

Phe

235

Pro

Leu

Pro

Thr

Leu

315

Ser

220

Met

Arg

Ala

Asp

Leu

300

Ala

Phe

Glu

Lys

Leu

Ala

285

Lys

Ile

Ile

Ile

Hisg

270

Tyr

Ser

Lys

Ala

Lys

255

Leu

Asn

Arg

Ala

240

Gln

Cys

Lys

Ala

Met
320



Phe

Ser

Lys

Ser

65

Leu

Ile

Leu

Tyr

Ser

50

Ser

Arg

Hisg

Leu

Tyr

35

Leu

Ser

Gly

Thr

Phe

20

Asp

Gly

Thr

Leu

Asn

Ala

Ser

Lys

Gln

Ala
85

ES 2629392713

Leu

vVal

Phe

Leu

Asp

Lys

Lys

Ile

Lys

Ala

55

Pro

Ala

Lys

Cys

Leu

40

Met

His

Lys

26

Lys

vVal

25

Gln

Gly

Arg

Pro

Phe

10

Trp

Thr

Ser

Gly

Glu
90

Ser

Lys

Lys

Asp

Arg

Ala

Cys

Glu

Glu

Ser

60

Gln

Ser

Cys

Lys

Phe

45

Gln

Thr

Phe

Val

Lys

30

Gln

Ser

Leu

Gln

Leu

15

Lys

Val

Val

Gly

Val
95

Val

Gly

Leu

Ser

Ser
80

Trp



Asn

Trp

Pro

Arg

145

Asn

Lys

Len

Leu

Thr

225

Lys

Trp

Pro

Pro

Trp
305

Pro

Gln

Lys

Lys

Gly

130

Asp

Thr

Ala

Lys

Arg

210

Lys

Asp

Asp

Asn

290

Asp

Ser

Val

Asp

Asn

115

Pro

His

Ser

Gly

Ser

195

Phe

Thr

Phe

Pro

Tyr

275

Gln

Ile

Ser

Asp

Ser

100

Tyr

Gly

vVal

Glu

Pro

180

Ser

Asn

Thr

Leu

Ser

260

Asn

Pro

Leu

Gly

Ile

Ser

Leu

Ile

Asn

Trp

165

Trp

Gln

Gly

Ile

Lys

245

val

Phe

Phe

Gln

Met

325

Tyr

ES 2629392713

Ser

Ser

Lys

vVal

150

Glu

Gly

Leu

Ala

Arg

230

Asp

Tyr

Phe

Tyr

Glu

310

Leu

Glu

Lys

Met

Phe

135

Ser

Gly

Arg

Gly

Pro

215

Leu

Ser

His

Asn

Ile

295

Ile

Gly

Phe

Asn

Asn

120

Ser

Met

Tyr

Cys

Arg

200

Thr

Met

Leu

Ser

Asn

280

Leu

Ser

Ile

Leun

27

Len

105

Lys

Ala

vVal

Leu

Ala

185

Glu

Ala

Asn

Tyr

Asp

265

Tyr

Lys

Pro

Ile

Pro

Ile

Tyr

Glu

Glu

Pro

170

val

Ile

Asn

Ser

Asn

250

Ile

Lys

Pro

Glu

Ile

330

Ser

Pro

Lys

Ala

Val

155

Lys

Val

Asp

Phe

Gln

235

Glu

Pro

Thr

Gln

Glu

315

Met

Lys

Arg

Val

Leu

140

Thr

Glu

Ser

Asp

Gln

220

Leu

Gly

Lys

Tyr

Met

300

Ile

Met

Arg

Len

Ser

125

Arg

Asp

Ser

Ser

His

205

Gln

Val

Ile

Trp

Arg

285

Pro

Gln

Thr

Lys

Gln

110

Tyr

Cys

Phe

Ile

Ala

130

Asp

Asp

Thr

Leu

Tyr

270

Lys

Trp

Pro

Leu

Thr

Lys

Lys

Hisg

Pro

Arg

175

Gly

Ala

Val

Thr

Ile

255

Gln

Leu

Glu

Asn

Cys

335

Asp

Ile

Gly

Leu

Phe

160

Thr

Ser

vVal

Gly

Glu

240

vVal

Asn

Hisg

Leu

Pro

320

Asp

Val
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340

Cys Tyr Tyr Tyr Gln Lys
355

Tyr His Pro Leu Leu Tyr
370

Gly Thr Asp Glu Asp Ile
385 350

Phe Arg Thr Ile His Cys
405

<210>9

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR FSHa-dir

<400> 9

345

Phe Phe Asp
360

Glu Lysz Asn
375

Tyr Leu Leu

ccaggatccg ccaccatgga ttactacaga aaaatatgc

<210> 10

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR FSHa-inv

<400> 10
ggatggctag cttaagattt gtgataataa c

<210> 11

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR FSHb-dir

<400> 11
ccaggcgcegce caccatgaag acactccagt ttttc

<210> 12

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR FSHb-inv

<400> 12

28

350

Ser Ala Cys Thr Met Gly Ala
365

Leu Val Lys His Leu Asn Gln
380

Gly Lys Ala Thr Leu Pro Gly
385 400

39

31

35
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ccgggttaac ttattattct ttcatttcac caaagg

<210> 13

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR 2,3STdir

<400> 13
ccaggatccg ccaccatgtg tcctgcaggce tggaage

<210> 14

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR 2,3STinv

<400> 14
tttttttctt aagtcagaag gacgtgaggt tcttg

<210> 15

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR 2,6STdir

<400> 15
ccaggatccg ccaccatgat tcacaccaac ctgaag

<210> 16

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR 2,6STinv

<400> 16
tttttttctt aagttagcag tgaatggtcc gg

29

36

37

35

36

32
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REIVINDICACIONES
1. Un método de produccion de rFSH que incluye sialilacion en 02,3 y en 02,6, comprendiendo el método una etapa
de produccién o expresion de rFSH en una linea de células Per.C6; en el que la linea de células Per.C6 se ha
modificado por ingenieria para expresar una a2,3-sialiltransferasa.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que la linea de células Per.C6 tiene actividad de a2,6-sialil
transferasa enddgena.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2 en el que de un 10 % a un 90 % de la sialilacion total es
sialilacion en a2,3.
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Figuras 1, 2 y 3: Mapas plasmidicos de los vectores de expresion pFSHalfalbeta,

pST3 y pSTE. CMV = promotor del citomegalovirus, BGHp(A) = secuencia de
poli-adenilacion de la Hormona de Crecimiento Bovina, f1 ori = origen de replicacion 1,
SV40 = promotor del Virus Simio 40, Neo = marcador de resistencia a neomicina,

Hyg = marcador de resistencia a higromicina, SV40 p(A) = secuencia de poli-

adenilacion del virus simio 40, FSH A = polipéptido alfa de la hormona estimulante

del foliculo, FSH B = polipéptido beta de la hormona estimulante del foliculo,
ST3GAL4 = a2,3-sialiltransferasa, STEGAL1 = a2, 6-sialiltransferasa,

CoLE1 = origen de replicacién CoLE1, Amp = marcador de resistencia a ampicilina.

Figura 1. Vector de expresion de FSH

FSH A
BGH p(A)

Sv40

AP pFSH A+B
7466 pb

Neo

BGH p(A)

31



ES 2629392713

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

’q\

STIGAL4

BGH p()

ColE1
f1 ori

Hyg

Figura 3. Vector de expresion de a2 6-sialiltransferasa (ST6GAL1)

CMV

SVA0 pia)
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Figura 4 Enfoque isoeléctrico de FSH recombinante producida por ¢élulas
Per.C6 que expresan FSH de forma estable. Sobrenadantes de cultivo celular

separados en condiciones nativas en un gradiente de pH de 3,0 -7.0. El ¢clon 005

&s representative de los cinco clones con los que se avanza para la modificacién

por ingenieria de sialiltransferasa. Los clones que contienen formas menos acidas
se descartaron.

Clones menos acidos

005

| acido sialico

1 acido sialico
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Figura 5 Ejemplo de clones analizados por enfoque isoeléctrico de FSH recombinante

producida por células Per.Cé que expresan FSH de forma estable después de modificacion

por ingenieria con a2,3- o a26-sialiltransferasa. Sobrenadantes de cultivo celular separados

en condiciones nativas en un gradiente de pH de 3,0 -7,0. El clon 005 es la linea de células

Per.C6é FSH precursoras. Los clones que presentan perfiles basicos o mixtos se interrumpieron (*).
Los clones restantes demuestran una modificacion por ingenieria exitosa con una sialiltransferasa

para aumentar el numero de moléculas de acido sialico en FSH.
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Figura 6 Analisis de los enlaces de acido sialico de FSH de Per.C6. La FSH

de Per.C6 purificada se separd por SDS PAGE en geles duplicados, se transfirié

a nitrocelulosa y se visualizé usando el kit de diferenciacion de Glicano DIG

(M.? de Cat. 11 210 238 001, Roche) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Las reacciones positivas ¢con aglutinina de Sambucus nigra (SMA) indicaban acide
sialico unido en (2-6) terminalmente (A). Reacciones positivas con aglutinina de
Maackia amurensis (MAA): indicaban acido sialico unido en (2-3) terminalmente (B).
Carril | control de los fabricantes que solo contiene enlaces a2.6. Carril Il control de
los fabricantes que contiene enlaces 02,6 y a2,3. Muestra a, FSH recombinante
obtenida a partir de CHO comercial (Gonal-f, Serono). Muestra b, Per.Cé rFSH
precursora, sin modificacion por ingenieria de sialiltransferasa. Muestra ¢,

Per.C6 rFSH con modificacion por ingenieria de a2.6-sialiltransferasa. Muestra d, Per.C6

rFSH con modificacién por ingenieria de a2,3-sialiltransferasa
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Figura7 Tasas de eliminacién metabélica de muestras de Per.C6 FSH. Se inyectaron
ratas hembra (3 animales por ¢clon) en la vena de la cola en el tiempo cero con un
bolo de rFSH (1 - 10 pgfrata). Las muestras de sangre recogidas alo largo del tiempo

se sometieron a ensayo para contenido de FSH mediante ELISA.
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Figura 8 Tasas de eliminacion metabélica de muestras de Per.C6 FSH modificadas
por ingenieria con a2.6-sialiltransferasa. Se inyectaron ratas hembra (3 animales
por clon) en la vena de la cola en el tiempo cero con un bolo de rFSH (1 - 10 pglrata).

Las muestras de sangre recogidas alo largo del tiempo se sometieron a ensayo
para contenido de FSH mediante ELISA.
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Figura9 Tasas de eliminacion metabélica de muestras de Per.C6 FSH modificadas

por ingenieria con a2.6-sialiltransferasa ¢on co administracion de un exceso molar

de 7500 veces de asialofetuina para saturar el ASGP-R durante 1-2 h.
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Figura 10 Tasas de eliminacion metabélica de muestras de Per.C6 FSH modificadas
por ingenieria ¢con a2, 3-sialiltransferasa. Las muestras se eligieren por su contenido

de acido sialico basandose en su perfil de IEF.
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Figura 11 Aumento del peso ovarico de acuerdo con el método de Steelman
y Pohley (1953). Per.C6 rFSHy patrones (rFSH Gonal-f) se sometieron a ensayo

a diferentes dosis (3 ratas/dosis).
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Figura 12 Aumento del peso ovarico de acuerdo con el metodo de Steelman
y Pohley (1953). Per.Cé rFSH modificada por ingenieria con a26-sialiltransferasa

vy patrones (rFSH Gonal-f) se sometieron a ensayo a diferentes dosis (3

ratasidosis).
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Figura 13 Aumento del peso ovarico de acuerdo con el método de Steelman

v Pohley (1953). Per.C6 rFSH precursora, Per.C6 rFSH meodificada por ingenieria

con a2,3-sialiltransferasa y patrones (rFSH Gonal-f) se sometieron a ensayo a

cinco dosis diferentes (3 ratasidosis).
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