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DESCRIPCION
Preparacion farmacéutica

La presente invencion se refiere a gonadotropina coriénica humana (hCG) para su uso en el tratamiento de la
esterilidad. En particular, se refiere a la modificacion quimica, incluyendo pegilaciéon, de gonadotropina coriénica
humana (hCG) mediante la cual pueden cambiarse, por ejemplo, las propiedades quimicas y/o fisioldégicas de hCG.

Las gonadotropinas son un grupo de hormonas de glicoproteinas heterodiméricas que regulan la funcion gonadal en
hombres y mujeres. Incluyen la hormona estimulante del foliculo (FSH), hormona leutinizante (LH) y gonadotropina
corionica (CG).

La gonadotropina coridnica humana (hCG) se secreta de manera natural por la adenohipdfisis y funciona para
respaldar el desarrollo folicular y la ovulacion. hCG comprende una subunidad alfa de 92 aminoacidos, también
comun para las otras hormonas de glicoproteinas LH y FSH, y una subunidad beta de 145 aminoacidos Unica para
hCG, que dicta la especificidad de la hormona. Cada subunidad se modifica tras la traduccién mediante la adicion de
residuos de hidratos de carbono complejos. La subunidad alfa contiene 2 sitios de glicosilacion unidos a N en los
aminoacidos 52 y 78 y la subunidad beta contiene 2 sitios de glicosilacion unidos a N en los aminoacidos 13y 30 y
cuatro sitios de glicosilacion unidos a O en los aminoacidos 121, 127, 132 y 138.

La hCG extraida de la orina de mujeres embarazadas [Choragon (Ferring)] se ha usado desde hace muchos afios
en el tratamiento de la esterilidad. La producciéon de hCG extraida de la orina implica la recogida y el procesamiento
de grandes cantidades de orina. También esta disponible una versién recombinante de hCG, Ovitrelle (Serono). Esta
se expresa en células de ovario de hamster chino (CHO). El producto de hCG recombinante conocido tiene un perfil
farmacocinético diferente de la hCG producida a partir de orina humana.

Existe una heterogeneidad considerable asociada con preparaciones de hCG que esta relacionada con diferencias
en las cantidades de diversas isoformas presentes. Las isoformas de hCG individuales muestran secuencias de
aminoacidos idénticas pero difieren en el grado en el que se maodifican tras la traduccion; las isoformas particulares
se caracterizan por la heterogeneidad de las estructuras de ramificaciones de hidratos de carbono y cantidades
diferentes de incorporacion de acido sidlico (un azicar terminal), ambas de las cuales parecen influir en la
bioactividad de la isoforma especifica.

La glicosilacion de hCG natural es altamente compleja. Los glicanos en la hCG hipofisaria derivada de manera
natural pueden contener una amplia gama de estructuras que pueden incluir combinaciones de glicanos bi, tri y
tetra-antenarios. Los glicanos pueden portar modificaciones adicionales: fucosilacion de nucleo, glucosamina de
biseccioén, cadenas extendidas con acetilgalactosamina, sialilacion parcial o completa, sialilacién con uniones 2,3 y
02,6, y glucosa sustituida por galactosamina sulfatada. Ademas, hay diferencias entre las distribuciones de
estructuras de glicano en los sitios de glicosilacion individuales.

La glicosilacién de productos de hCG recombinante (“rhCG”) refleja la gama de glicosil-transferasas presentes en la
linea celular huésped. El producto de rhCG existente, Ovitrelle, se deriva de células de ovario de hamster chino
(células CHO) modificadas por ingenieria. La gama de modificaciones con glicano en rhCG derivada de CHO son
mas limitadas que las encontradas en los productos naturales, derivados de orina. Los ejemplos de la
heterogeneidad de glicano reducida encontrada en rhCG derivada de CHO incluyen una falta de glucosamina de
biseccién y un contenido reducido de fucosilacion de nucleo y extensiones de acetil-lactosamina. Ademas, las
células CHO sélo pueden afiadir acido sialico usando la unién a2,3 (Kagawa et al, 1988, Takeuchi et al, 1988,
Svensson et al., 1990). Esto es diferente de la hCG producida de manera natural que contiene glicanos con una
mezcla de acido sialico con uniones 02,3 y a.2,6.

Se ha demostrado que una preparacion de FSH recombinante (Organon) difiere en cuanto a las cantidades de FSH
con un punto isoeléctrico (pi) inferior a 4 (consideradas isoformas acidas) en comparacion con FSH hipofisaria,
sérica o de orina posmenopausica (Ulloa-Aguirre et al. 1995). La cantidad de isoformas acidas en las preparaciones
de orina de FSH era muy superior en comparacion con los productos recombinantes, Gonal-f (Serono) y Puregon
(Organon) (Andersen et al. 2004). Esto debe reflejar un contenido molar inferior de acido sialico en rFSH dado que el
contenido de glicano con carga negativa modificado con sulfato es bajo en FSH. El contenido en acido sialico
inferior, en comparacién con FSH natural, es una caracteristica de ambos productos de FSH comercialmente
disponibles y por tanto debe reflejar una limitacién en el procedimiento de fabricacion (Bassett y Driebergen, 2005).
La vida util en circulacion de FSH se ha documentado para materiales a partir de una variedad de fuentes. Algunos
de estos materiales se han fraccionado basandose en la carga molecular global, segun se caracteriza mediante su
pi, en el que mas acido equivale a una carga negativa superior. El principal factor contribuyente de la carga
molecular global es el contenido sidlico total de cada molécula de FSH. Por ejemplo, rFSH (Organon) tiene un
contenido en acido sidlico de aproximadamente 8 mol/mol, mientras que la FSH derivada de orina tiene un contenido
en acido sialico superior (de Leeuw et al. 1996). Las tasas de aclaramiento en plasma correspondientes en rata son
de 0,34 y 0,14 ml/min (Ulloa-Aguirre et al. 2003). En otro ejemplo en el que se dividi6 una muestra de FSH
recombinante en fracciones de alto y bajo pl, la potencia in vivo de la fraccion de alto pl (contenido en acido sialico
inferior) disminuyd y tuvo una semivida en plasma mas corta (D’Antonio et al. 1999). Los solicitantes han encontrado
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que, de manera similar a FSH, el producto de hCG recombinante conocido, derivado de CHO (por ejemplo Ovitrelle)
también tiene una cantidad inferior de hCG con un punto isoeléctrico (pi) inferior a 4 (consideradas isoformas acidas)
en comparacion con hCG de orina, lo que también refleja un contenido en acido sialico inferior del producto de rhCG
conocido en comparacion con hCG de orina.

El contenido en acido sialico total de hCG y rhCG no es directamente comparable ya que los acidos sialicos se unen
habitualmente de dos maneras. La hCG hipofisaria/sérica/de orina contiene acido sidlico con uniones tanto 2,3
como a2,6, con una predominancia del primero. Sin embargo, los productos recombinantes derivados de células
CHO solo contienen 02,3 (Kagawa et al, 1988, Takeuchi et al, 1988, Svensson et al., 1990). Dicho de otro modo, las
proteinas recombinantes expresadas usando el sistema de CHO diferiran de sus homologos naturales en cuanto al
tipo de uniones de acido sialico terminal. Esta es otra diferencia entre productos naturales y recombinantes actuales
ademas del contenido en acido sialico global inferior de estos ultimos, y es una consideracion importante en la
produccion de productos biolégicos para uso farmacéutico ya que los restos de hidratos de carbono pueden
contribuir a los atributos farmacolégicos de la molécula.

Por tanto, es deseable tener un producto de rhCG que reproduzca o imite mas estrechamente el perfil fisicoquimico
y farmacocinético del producto producido a partir de orina humana. Es deseable tener un producto de rhCG que
tenga propiedad o propiedades farmacocinéticas mejoradas en comparacion con el producto recombinante
conocido.

Los solicitantes han desarrollado una hCG recombinante derivada de ser humano que tiene un perfil mas acido que
el producto derivado de CHO, Ovitrelle, y que tiene un contenido en acido sialico superior. La investigacion de los
solicitantes indica que el tipo de union de acido sialico, 02,3 0 02,6, puede tener una drastica influencia sobre el
aclaramiento biolégico de hCG. Las lineas celulares humanas, en contraposicion a lineas celulares CHO, pueden
expresar hCG recombinante con acidos sialicos unidos mediante uniones tanto a2,3 como «2,6.

Se preparé6 hCG recombinante con una mezcla de acido sialico con uniones tanto a2,3 como «2,6 mediante
modificacion por ingenieria de una linea celular humana para expresar tanto rhCG como «2,3-sialiltransferasa. El
producto expresado es altamente acido y porta una mezcla de acidos sialicos con uniones tanto 02,3 como o2,6;
proporcionandose esta ultima mediante la sialiltransferasa endégena. Esto tiene dos ventajas con respecto a rhCG
expresada en células CHO convencionales: en primer lugar el material se sialila mas altamente debido a las
actividades combinadas de las dos sialiltransferasas; y en segundo lugar, el material se asemeja mas estrechamente
a la hCG natural. Es probable que esto sea biolégicamente mas apropiado en comparacion con productos
recombinantes derivados de células CHO que solo producen acido sialico con unién 2,3 y tienen un contenido en
acido sialico reducido. Este es el objeto de la solicitud de patente internacional n.° PCT/GB2010/001854. Los
solicitantes han encontrado sorprendentemente que su hCG recombinante derivada de ser humano puede
reproducir o imitar mas estrechamente el perfil fisicoquimico y farmacocinético del producto de orina humano natural
que otros productos recombinantes. Dicho de otro modo, la rhCG de la invencion puede ser mas préxima a la hCG
“natural”. Esto puede tener ventajas significativas con respecto a la dosificacion, etc. Ademas, un producto mas
“natural” o mas “humano” puede ser mas deseable para el paciente, quien puede desear que la terapia, aunque en
cierto sentido artificial, sea lo mas “natural” posible.

Generalmente se conoce que la modificacion quimica de proteinas terapéuticas, por ejemplo con polimeros solubles
en agua, puede tener el resultado de cambiar las propiedades quimicas y/o fisiologicas de la proteina (por ejemplo,
reducir la tasa de aclaramiento, mejorar la estabilidad, etc., prolongando asi el tiempo de actividad). Una clase de
polimeros solubles en agua de este tipo es poli(6xido de alquileno), por ejemplo polietilenglicol (PEG). De hecho, se
ha acufado el término “PEGilar” o “pegilar’ para hacer referencia a la modificacién (union) de al menos una molécula
de PEG a una entidad quimica. Hay métodos disponibles para la uniéon de determinados restos de polietilenglicol,
por ejemplo, Roberts M. J. et al., Adv. Drug Del. Rev. 54: 459-476, 2002; Harris J. M. et al. , Drug Delivery Sytems
40: 538-551, 2001. Se han descrito proteinas terapéuticas pegiladas, por ejemplo ADAGENX (formulacion pegilada
de adenosina deaminasa para tratar la enfermedad de inmunodeficiencia combinada grave) y ONCASPAR (L-
asparaginasa pegilada para tratar a pacientes con LLA hipersensible). Sin embargo, hasta ahora no estan
disponibles formas pegiladas de hCG, especialmente aquellas con las propiedades apropiadas como para ser un
producto comercial.

Segun la presente invencion, se proporciona una hCG modificada con polietilenglicol que tiene la formula (la)
(R)n-X-Y (la)

en la que:

(R) es un polietilenglicol PEG o un metoxipolietilenglicol (MPEG);

nes?2, 364;

X es un grupo de union; e
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Y es hCG.
Preferiblemente el grupo de unién X esta unido en un extremo al extremo N-terminal de la hCG.

El grupo de unién X es un resto que une la hCG (por ejemplo que esta unido en un extremo a la hCG, por ejemplo
que esta unido en un extremo al extremo N-terminal de la hCG) al (o a cada) grupo R (por ejemplo que también esta
unido al o a cada grupo R, por ejemplo que también esta unido a un oxigeno terminal del o de cada grupo R). El
grupo de unién X puede ser cualquier molécula de unién conocida en el campo de la pegilacion.

El grupo de union X puede ser, por ejemplo, O o -C(=0)- o0 -(CH2)-C(=O)- en el que t es 0 o un ndmero entero de
desde 1 hasta 10.

El grupo de union X puede ser, por ejemplo, de un grupo de formula (Z'CHa),-(CHz),-(CHZ?),-(CH2),-O-C(=0)-NH-
(CH2)-C(=0)- en la que: -C(=0)- esta unido a Y; Z' y Z? representan un enlace a un grupo R; a y b se seleccionan
cada uno independientemente de 0 y 1 con la condicién de que a 'y b no sean ambos 0; t, u y z se seleccionan cada
uno independientemente de 0 o un nimero entero de desde 1 hasta 10.

En algunos ejemplos, a, by uson 1; t es 2 y z es 0, de modo que X es Z'CH,-CHZ2-CH,-O-C(=0)-NH-(CHz),-
C(=0)-, y la hCG modificada con polietilenglicol tiene la férmula CH;R-CHR-CH2-O-C(=0)-NH-(CH,).-C(=0)-hCG, en
la que cada R es un polietilenglicol PEG o un metoxipolietilenglicol (mPEG). En un ejemplo preferido cada R es un
metoxipolietilenglicol (MPEG) (véase el ejemplo 12A).

El grupo de union X puede ser, por ejemplo, de un grupo de formula (Z'CHa)s-(CHz),-(CHZ?),-(CH2),-O-C(=0)-NH-
(CH2)-C(=0)- en la que: -C(=0)- esta unido a Y; a y b se seleccionan cada uno independientemente de Oy 1;t,uy z
se seleccionan cada uno independientemente de 0 o un nimero entero de desde 1 hasta 10; y Z' y Z? se
seleccionan cada uno independientemente de (Z3CHa)g-(CH2)e-(CHZ*)e-(CH2)+O(CH2CH20)m en el que Z3 y Z*
representan un enlace a un grupo R; ¢ y d se seleccionan cada uno independientemente de O y 1; e y f se
seleccionan independientemente de 0 o un numero entero de desde 1 hasta 10, y m es de 1 a 20, por ejemplo de 1
a10.

En algunos ejemplos, ay by uson 1, tes2yzes0; Z' =22y son ambos (Z*CHz)4-(CH2)e-(CHZ*)c-(CH2)s-
O(CH2CHO)m en el que c, d y fson 1, e es 0 y Z3 y Z* representan un enlace a un grupo R; de modo que X es
[CH2R-CHR-CH2-O(CH2CH20)m]-CH2-CH[CH2R-CHR-CH;-O(CH2CH20)m]-CH2-O-C(=0)-NH-(CH2).-C(=0)-, y la
hCG modificada con polietilenglicol tiene la estructura:

Rty
R-CH

CH3-O{CHCH;0)m-CH2

CH3-O{CH,CH;0)m-CH
|
RCH CH3-0-C{=0)-NH-{CH;)>-C(=0}-hCG
RCH,

(que es [CH2R-CHR-CH2-O(CH2CH20)m]-CH2-CH[CH2R-CHR-CH2-O(CH2CH20)m]-CH2-O-C(=0)-NH-(CH,),-C(=0)-
hCG), en la que cada R es un polietilenglicol PEG o un metoxipolietilenglicol (MPEG). En un ejemplo preferido cada
R es metoxipolietilenglicol (MPEG).

El grupo de union X puede ser, por ejemplo, de un grupo de formula -R3-R2-R'-C(=0)- en la que: -C(=0)- esta unido
aY; R' es un enlace, o un grupo alquilo C+ a C+o de cadena lineal o ramificada, opcionalmente sustituido, que esta
unido a R o a al menos un R si estan presentes mas de un R, y R?> y R® se seleccionan cada uno
independientemente de un enlace, H o un grupo alquilo C; a Cio de cadena lineal o ramificada, opcionalmente
sustituido, unido a uno o mas grupos R.

La hCG puede obtenerse mediante cualquier medio conocido en la técnica. La hCG tal como se usa en el presente
documento incluye hCG derivada de ser humano y recombinante. La hCG derivada de ser humano puede purificarse
a partir de cualquier fuente apropiada (por ejemplo orina) mediante cualquier método conocido en la técnica. La hCG
puede ser hCG recombinante, por ejemplo expresada en una linea celular humana. En la técnica se conocen bien
métodos de expresion y purificacion de hCG recombinante. Preferiblemente la hCG es una hCG recombinante
(“rhCG” 0 “rechCG”"). Preferiblemente la hCG es una hCG recombinante derivada de linea celular humana.
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Segun la presente invencién en un aspecto adicional se proporciona una preparacion farmacéutica que comprende
una hCG madificada con polietilenglicol de la formula la anterior, preferiblemente una hCG recombinante modificada
con polietilenglicol, preferiblemente una hCG recombinante derivada de linea celular humana. Preferiblemente la
hCG es una hCG recombinante derivada de linea celular humana modificada con polietilenglicol.

Por tanto, la invencién puede proporcionar una version recombinante modificada con polietilenglicol de hCG que
porta una mezcla de acido sialico 02,3 y a.2,6.

Las composiciones de la presente invencion se preparan preferiblemente a partir de poli(6xidos de alquileno) que
son solubles en agua a las temperaturas ambiente. Dentro de este grupo estan los derivados de poli(6xido de
alquileno) sustituidos en alfa tales como polietilenglicoles (PEG) y metoxipolietilenglicoles (MPEG) u otros derivados
de PAO sustituidos con alquilo adecuados tales como los que contienen grupos Cq - C4 mono o bis-terminales. Se
prefieren polimeros no antigénicos de cadena lineal tales como homopolimeros de monometil-PEG. Oftros
poli(6xidos de alquileno) adecuados incluyen otros homopolimeros de polietilenglicol, otros copolimeros de bloque
de alquil-poli(6xido de etileno) y copolimeros de copolimeros de bloque de poli(6xidos de alquileno).

El o al menos un R es un poli(6xido de alquileno), por ejemplo un polietilenglicol PEG o un metoxipolietilenglicol
(mPEG), puede tener un peso molecular de entre aproximadamente 200 y aproximadamente 40.000, por ejemplo un
peso molecular de entre 200 y aproximadamente 20.000, por ejemplo un peso molecular de entre 2.000 y
aproximadamente 10.000, por ejemplo un peso molecular de aproximadamente 5.000.

El polietilenglicol puede conjugarse a la hCG (por ejemplo recombinante) en un residuo de aminoacido. El
polietilenglicol puede conjugarse a la hCG (por ejemplo recombinante) en el extremo N-aminoterminal de la hCG
(por ejemplo recombinante) y/o el extremo C-aminoterminal de la hCG (por ejemplo recombinante). Preferiblemente
el 90% o mas del polietilenglicol se conjuga con el extremo N-aminoterminal de la hCG (por ejemplo recombinante).
Preferiblemente el 95% o mas del polietilenglicol se conjuga con el extremo N-aminoterminal de la hCG (por ejemplo
recombinante). Se espera que el uso de esta hCG modificada con polietilenglicol de la invencion y/o preparaciones
de la invencién para la estimulacion ovarica controlada, en técnicas de FIV e induccién de la ovulacion combinara
una estimulacién mas natural del ovario en comparacién con productos recombinantes existentes con un perfil
farmacocinético potenciado. La presente invencion puede proporcionar ademas conjugados de PEG-hCG y mPEG-
hCG que tienen una o dos moléculas de PEG o mPEG (o una molécula de unién que incluye una, dos o mas
moléculas de PEG o mPEG) unidas de manera predominante en el extremo N-terminal de la hCG. Esto evita o
reduce problemas asociados con un producto heterogéneo provocados por la pegilacion en diferentes sitios en
diferentes moléculas de hCG. Se apreciara que los conjugados de PEG-hCG y mPEG-hCG de la invencién pueden
tener una o dos moléculas de PEG o mPEG unidas en el extremo N-terminal de la hCG por medio de enlaces
covalentes. Si una molécula de unién se une en el extremo N-terminal, la molécula de unién puede portar una, dos o
mas moléculas de PEG o mPEG.

La presente invencion proporciona una hCG modificada con polietilenglicol que tiene la formula (la)
(R)n-X-Y (la)

en la que:

(R) es un polietilenglicol PEG o un metoxipolietilenglicol (MPEG);

nes?2, 364;

X es un grupo de union; e

Y es hCG.

Preferiblemente, n es 2 6 4. Preferiblemente el grupo de unidn X esta unido en un extremo al extremo N-terminal de
lahCG.

El grupo de unién X es un resto que une la hCG (por ejemplo, que esta unido en un extremo a la hCG, por ejemplo
que esta unido en un extremo al extremo N-terminal de la hCG) al (o a cada) grupo R (por ejemplo que también esta
unido al o a cada grupo R, por ejemplo que también esta unido a un oxigeno terminal del o de cada grupo R). El
grupo de unién X puede ser cualquier molécula de unién conocida en el campo de la pegilacion.

El grupo de union X puede ser, por ejemplo, O o0 -C(=0)- o0 -(CH2)-C(=O)- en el que t es 0 o un ndmero entero de
desde 1 hasta 10.

El grupo de union X puede ser, por ejemplo, de un grupo de formula (Z'CHa)s-(CHz),-(CHZ?),-(CH2),-O-C(=0)-NH-
(CH2)-C(=0)- en la que: -C(=0)- esta unido a Y; Z' y Z? representan un enlace a un grupo R; a y b se seleccionan
cada uno independientemente de 0 y 1 con la condicién de que a 'y b no sean ambos 0; t, u y z se seleccionan cada
uno independientemente de 0 o un nimero entero de desde 1 hasta 10.

En algunos ejemplos, a, by uson 1; t es 2 y z es 0, de modo que X es Z'CH,-CHZ2-CH,-O-C(=0)-NH-(CHz),-
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C(=0)-, y la hCG modificada tiene la férmula CH;R-CHR-CH2-O-C(=0)-NH-(CH).-C(=0)-hCG. Cada R puede ser un
polietilenglicol PEG o un metoxipolietilenglicol (mPEG). En un ejemplo preferido cada R es un metoxipolietilenglicol
(mPEG) (véase el ejemplo 12A).

El grupo de union X puede ser, por ejemplo, de un grupo de formula (Z'CHa)s-(CHz),-(CHZ?),-(CH2),-O-C(=0)-NH-
(CH2)-C(=0)- en la que: -C(=0)- esta unido a Y; a y b se seleccionan cada uno independientemente de Oy 1;t,uy z
se seleccionan cada uno independientemente de 0 o un nimero entero de desde 1 hasta 10; y Z' y Z? se
seleccionan cada uno independientemente de (Z3CHaz)g-(CH2)e-(CHZ*)e-(CH2)~O(CH2CH20)m en el que Z3 y Z*
representan un enlace a un grupo R; ¢ y d se seleccionan cada uno independientemente de 0 y 1; e y f se
seleccionan independientemente de 0 o un numero entero de desde 1 hasta 10, y m es de 1 a 20, por ejemplo de 1
a10.

En algunos ejemplos, ay b yuson 1, tes2yzes0; Z' =22y son ambos (Z*CHz)4-(CH2)e-(CHZ*)c-(CH2)s-
O(CH2CHO)m en el que c, d y fson 1, e es 0 y Z3 y Z* representan un enlace a un grupo R; de modo que X es
[CH2R-CHR-CH,-O(CH2CH20)m]-CH2-CH[CH2R-CHR-CH2-O(CH2CH20)m]-CH2-O-C(=0)-NH-(CH2)>-C(=0)-, y la
hCG modificada tiene la estructura:

R-CHa
R-CH

CH-O{CH2CH;0)m-CH;

CH3-O{CHCH,0)-CH
|
RCH CHy-0-C{=0}-NH-{CH3)2-C{=0}-hCG
RCH;

(que es [CH2R-CHR-CH2-O(CH2CH20)m]-CH2-CH[CH2R-CHR-CH2-O(CH2CH20)m]-CH2-O-C(=0)-NH-(CH,).-C(=0)-
hCG). Cada R puede ser un polietilenglicol PEG o un metoxipolietilenglicol (mPEG). En un ejemplo preferido cada R
es metoxipolietilenglicol (MPEG).

El grupo de union X puede ser, por ejemplo, de un grupo de férmula -R3-R?-R'-C(=0)- en e la que: -C(=0)- esta
unido a Y; R" es un enlace, o un grupo alquilo C1 a C1o de cadena lineal o ramificada, opcionalmente sustituido, que
esta unido a R o a al menos un R si estan presentes mas de un R, y R?> y R3 se seleccionan cada uno
independientemente de un enlace H, o un grupo alquilo C; a Cio de cadena lineal o ramificada, opcionalmente
sustituido, unido a uno o mas grupos R.

Las composiciones de la presente invencion se preparan preferiblemente a partir de poli(6xidos de alquileno) que
son solubles en agua a temperaturas ambientales. Dentro de este grupo estan los derivados de poli(6xido de
alquileno) sustituidos en alfa tales como polietilenglicoles (PEG) y metoxipolietilenglicoles (MPEG) u otros derivados
de PAO sustituidos con alquilo adecuados tales como los que contienen grupos Cq - C4 mono o bis-terminales. Se
prefieren polimeros no antigénicos de cadena lineal tales como homopolimeros de monometil-PEG. Oftros
poli(6xidos de alquileno) adecuados incluyen otros homopolimeros de polietilenglicol, otros copolimeros de bloque
de alquil-poli(6xido de etileno) y copolimeros de copolimeros de bloque de poli(6xidos de alquileno).

El o al menos un R es un poli(6xido de alquileno), por ejemplo un polietilenglicol PEG o un metoxipolietilenglicol
(mPEG), puede tener un peso molecular de entre aproximadamente 200 y aproximadamente 40.000, por ejemplo un
peso molecular de entre 200 y aproximadamente 20.000, por ejemplo un peso molecular de entre 2.000 y
aproximadamente 10.000, por ejemplo un peso molecular de aproximadamente 5.000.

La hCG puede obtenerse mediante cualquier medio conocido en la técnica. La hCG tal como se usa en el presente
documento incluye hCG derivada de ser humano y recombinante. La hCG derivada de ser humano puede purificarse
a partir de cualquier fuente apropiada (por ejemplo orina) mediante cualquier método conocido en la técnica. La hCG
puede ser hCG recombinante, por ejemplo expresada en una linea celular humana. En la técnica se conocen bien
métodos de expresion y purificacion de hCG recombinante. Preferiblemente la hCG es una hCG recombinante
(“rhCG” 0 “rechCG"). Preferiblemente la hCG es una hCG recombinante derivada de linea celular humana.

Preferiblemente la hCG recombinante modificada con polietilenglicol incluye a2,3-sialilacion y a2,6-sialilacion. La
rhCG puede incluir ademas opcionalmente a.2,8-sialilacion.

En realizaciones de la invencion, la rhCG puede estar presente como una Unica isoforma o como una mezcla de
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isoformas.

La rhCG puede tener un contenido en acido sialico [expresado en cuanto a una razén de moles de acido sialico con
respecto a moles de proteina] de 15 mol/mol o mas (ejemplo 8), por ejemplo de desde 15 mol/mol hasta 25 mol/mol,
por ejemplo desde 17 mol/mol hasta 24 mol/mol, por ejemplo desde 17,7 mol/mol hasta 23 mol/mol, por ejemplo
desde 18 mol/mol hasta 22 mol/mol, por ejemplo desde 19 mol/mol hasta 21 mol/mol, por ejemplo desde 19 mol/mol
hasta 20 mol/mol. La rhCG puede producirse o expresarse en una linea celular humana.

La rhCG puede tener el 10% o mas de la sialilacion total que es a.2,3-sialilacion. Por ejemplo, el 20, 30, 40, 45, 50,
55, 60, 70, 80 6 90% o mas de la sialilacion total puede ser a2,3-sialilacion. La rhCG puede incluir a2,3-sialilacion en
una cantidad que es de desde el 45% hasta el 80% de la sialilacion total, por ejemplo del 50% al 70% de la
sialilacion total, por ejemplo del 55 al 65% de la sialilacion total. La rhCG puede incluir a.2,3-sialilacion en una
cantidad que es de desde el 65 hasta el 85% de la sialilacion total, por ejemplo desde el 70 hasta el 80% de la
sialilacion total, por ejemplo desde el 71 hasta el 79% de la sialilacion total. Pueden tener el 50% o menos de la
sialilacion total que es a.2,6-sialilacion. Por ejemplo el 45, 40, 30, 20, 10, 5% o menos de la sialilacion total puede ser
a2,6-sialilacion. La rhCG puede incluir a2,6-sialilacién en una cantidad que es de desde el 20-55% de la sialilacion
total, por ejemplo, el 30-50% de la sialilacion total, por ejemplo el 35-45% de la sialilacion total. La rhCG puede
incluir a2,6-sialilacion en una cantidad que es de desde el 15 hasta el 35% de la sialilacion total, por ejemplo desde
el 20 hasta el 30% de la sialilacion total, por ejemplo desde el 21 hasta el 29% de la sialilacion total. La rhCG puede
tener el 5% o menos de la sialilacion total que es a2,8-sialilacion. Por ejemplo el 2,5% o menos de la sialilacion total
puede ser a2,8-sialilacion. La rhCG puede incluir a2,8-sialilacion en una cantidad que es de desde el 0 hasta el 4%
de la sialilacién total, por ejemplo del 0,1 al 4% de la sialilacion total, por ejemplo desde el 0,5 hasta el 3% de la
sialilacion total, por ejemplo desde el 0,5 hasta el 2,5% de la sialilacion total. La rhCG puede no tener nada de a.2,8-
sialilacion. Por sialilacion quiere decirse la cantidad de residuos sialicos presentes en las estructuras de hidratos de
carbono de hCG. a2,3-sialilacion significa sialilacion en la posicion 2,3 (tal como se conoce bien en la técnica) y
a2,6-sialilacion en la posicion 2,6 (también bien conocido en la técnica). Por tanto “% de la sialilacion total puede ser
a2,3-sialilacion” se refiere al % del ndmero total de residuos de acido sialico presentes en la hCG que estan
sialilados en la posicion 2,3. El término “% de la sialilacion total que es a.2,6-sialilacion” se refiere al % del nimero
total de residuos de acido sialico presentes en la hCG que estan sialilados en la posicién 2,6.

La rhCG puede tener un contenido en acido sialico (cantidad de sialilacion por molécula de hCG) (basandose en la
masa de proteina, en vez de la masa de proteina mas hidrato de carbono) del 6% o mas (por ejemplo entre el 6% y
el 15%, por ejemplo entre el 7% y el 13%, por ejemplo entre el 8% y el 12%, por ejemplo entre el 11% y el 15%, por
ejemplo entre el 12% y el 14%) en masa.

La hCG recombinante expresada en células de ovario de hamster chino (CHO) incluye exclusivamente o2,3-
sialilacion.

La rhCG puede producirse o expresarse en una linea celular humana. Esto puede simplificar (y hacer que sea mas
eficiente) el método de produccion porque la manipulacion y el control, por ejemplo, del medio de crecimiento celular
para retener la sialilaciéon pueden ser menos criticos que con procedimientos conocidos. El método también puede
ser mas eficiente porque se produce menos rhCG basica que en la produccion de productos de rhCG conocidos; se
produce mas rhCG acida y la separacién/retirada de hCG basica es menos problematica. La rhCG puede producirse
0 expresarse en una linea celular Per.C6, una linea celular derivada de Per.C6 o una linea celular Per.C6
modificada. La linea celular puede modificarse usando o2,3-sialiltransferasa. La rhCG puede incluir acidos sialicos
con unién a2,6 (a2,6-sialilacion) proporcionados mediante actividad sialiltransferasa enddgena [de la linea celular].
Alternativa o adicionalmente, la linea celular puede modificarse usando «.2,6-sialiltransferasa.

La rhCG puede producirse usando a2,3-sialiltransferasa. La rhCG puede incluir acidos sialicos con union a.2,6 (a.2,6-
sialilacion) proporcionados mediante actividad sialiltransferasa endégena. La rhCG puede producirse usando 2,3
y/o a2,6-sialiltransferasa.

La estructura de rhCG contiene restos de glicano. Puede producirse ramificacion con el resultado de que el glicano
puede tener 1, 2, 3, 4 o mas residuos de azucar terminales o “antenas”, tal como se conoce bien en la técnica. La
rhCG de la invencion puede tener glicanos con presencia de sialilacion en estructuras mono-antenarias y/o di-
antenarias y/o tri-antenarias y/o tetra-antenarias. La rhCG puede incluir estructuras de glicanos mono-sialiladas, di-
sialiladas, tri-sialiladas y tetra-sialiladas, por ejemplo con las siguientes cantidades relativas: el 0,1-4% de mono-
sialiladas; el 35 - 45% de di-sialiladas; el 0,5 - 8% de tri-sialiladas y el 0 - 1% de tetra-sialiladas (por ejemplo, tal
como se muestra mediante analisis WAX de glicanos cargados, tal como se expone en el ejemplo 8D).
Preferiblemente, la hCG recombinante de la invencion incluye estructuras mono(1S), di(2S), tri(3S) y tetra(4S)-
sialiladas. Preferiblemente, las cantidades relativas de estructuras sialiladas se encuentran en las siguientes razones
(1S:28:4S:4S): 0,2-1%:35-40%:2,5-7%:0,5-1% (por ejemplo, tal como se muestra mediante analisis WAX de
glicanos cargados, tal como se expone en el ejemplo 8D).

En un ejemplo de la presente invencion, se une polietilenglicol (por ejemplo de manera covalente) a través de
residuos de aminoacido de hCG (o variante agonista de la misma). Preferiblemente el polietilenglicol se une al
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extremo N-terminal de la hCG. Un experto en la técnica conoce varios polietilenglicoles activados que tienen varios
grupos funcionales, grupos de unidn, configuraciones y pesos moleculares diferentes. Estos pueden usarse para
sintetizar conjugados de PEG-hCG o conjugados de variantes agonistas de PEG-hCG, mediante métodos que se
conocen en la técnica (véase por ejemplo Roberts M. J. et al., Adv. Drug Del. Rev. 54: 459-476, 2002, Harris J. M. et
al. , Drug Delivery Sytems 40: 538-551, 2001).

Segun la presente invencion, en un aspecto adicional se proporciona una composicion farmacéutica que comprende
una rhCG recombinante modificada con polietilenglicol de féormula (1a), por ejemplo una rhCG recombinante
modificada con polietilenglicol que incluye «2,3-sialilacién y o2,6-sialilacion (por ejemplo, tal como se expuso
anteriormente). La composicién farmacéutica puede comprender ademas FSH y/o LH.

Puede obtenerse FSH mediante cualquier medio conocido en la técnica. FSH tal como se usa en el presente
documento incluye FSH derivada de ser humano y recombinante. La FSH derivada de ser humano puede purificarse
a partir de cualquier fuente (por ejemplo orina) mediante cualquier método conocido en la técnica. La FSH puede ser
FSH recombinante, por ejemplo expresada en una linea celular humana. En la técnica se conocen bien métodos de
expresion y purificacion de FSH recombinante.

Puede obtenerse LH mediante cualquier medio conocido en la técnica. LH, tal como se usa en el presente
documento, incluye LH derivada de ser humano y recombinante. La LH derivada de ser humano puede purificarse
de cualquier fuente apropiada (por ejemplo orina) mediante cualquier método conocido en la técnica. En la técnica
se conocen métodos de expresion y purificacion de LH recombinante.

La composicion farmacéutica puede ser para el tratamiento de la esterilidad, por ejemplo para su uso, por ejemplo,
en técnicas de reproduccion asistida (ART), induccién de la ovulacién o inseminacion intrauterina (IUl). La
composicion farmacéutica puede usarse, por ejemplo, en indicaciones médicas en las que se usan preparaciones de
hCG conocidas. La presente invencién también proporciona el uso de rhCG recombinante modificada con
polietilenglicol y/o una preparacion de rhCG recombinante modificada con polietilenglicol descrita en el presente
documento (segun aspectos de la invencion) para, o en la fabricacion de un medicamento para, el tratamiento de la
esterilidad. Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden formularse para dar composiciones
bien conocidas para cualquier via de administracion de farmacos, por ejemplo oral, rectal, parenteral, transdérmica
(por ejemplo tecnologia de parche), intravenosa, intramuscular, subcutanea, intracisternal, intravaginal,
intraperitoneal, local (polvos, pomadas o colirios) o como pulverizacién bucal o nasal. Una composicion tipica
comprende un portador farmacéuticamente aceptable, tal como disolucion acuosa, excipientes no téxicos,
incluyendo sales y conservantes, tampones y similares, tal como se describe en Remington’s Pharmaceutical
Sciences, decimoquinta edicion (Matt Publishing Company, 1975), en las paginas 1405 a 1412 y 1461 - 87, y el
formulario nacional XIV decimocuarta edicién (American Pharmaceutical Association, 1975), entre otros.

Los ejemplos de portadores, 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 sin limitarse a,
conservantes, agentes humectantes, agentes emulsionantes y agentes dispersantes. Pueden incluirse agentes
antibacterianos y antifungicos para prevenir el crecimiento de microbios e incluyen, por ejemplo, parabeno,
clorobutanol, fenol, acido soérbico y similares. Ademas, puede ser deseable incluir agentes isotonicos tales como
azucares, cloruro de sodio y similares.

En algunos casos, para obtener una accion prolongada es deseable ralentizar la absorcion de hCG (y otros
principios activos, si estan presentes) a partir de una inyeccion subcutanea o intramuscular. Esto puede lograrse
mediante el uso de una suspension liquida de material cristalino o amorfo con escasa solubilidad en agua. La tasa
de absorcion de hCG depende entonces de su tasa de disolucion que, a su vez, puede depender del tamafio de
cristal y la forma cristalina. Alternativamente, la absorciéon retardada de una forma de combinacion de hCG
administrada por via parenteral se logra disolviendo o suspendiendo la combinacion de hCG en un vehiculo oleoso.

Pueden realizarse formas de depdésito inyectables formando matrices microencapsuladas de la rhCG recombinante
modificada con polietilenglicol (y otros agentes, si estan presentes) en polimeros biodegradables tales como
polilactida-poliglicolida. Dependiendo de la razén de hCG con respecto a polimero y la naturaleza del polimero
particular empleado, puede controlarse la tasa de liberacion de hCG. Los ejemplos de ofros polimeros
biodegradables incluyen polivinilpirrolidona, poliortoésteres, polianhidridos, etc. También se preparan formulaciones
inyectables de depdsito atrapando la hCG en liposomas o microemulsiones que son compatibles con tejidos
corporales.

Las formulaciones inyectables pueden esterilizarse, por ejemplo, mediante filtracion a través de un filtro de retencion
de bacterias, o mediante la incorporacion de agentes esterilizantes en forma de composiciones solidas estériles que
pueden disolverse o dispersarse en agua estéril u otro medio inyectable estéril justo antes de su uso. Las
formulaciones inyectables pueden suministrarse en cualquier recipiente adecuado, por ejemplo vial, jeringa
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precargada, cartuchos para inyeccion, y similares.

Las formulaciones inyectables pueden suministrarse como un producto que tiene composiciones farmacéuticas que
contienen rhCG recombinante modificada con polietilenglicol (opcionalmente con FSH, LH etc.) Si hay mas de un
principio activo (es decir, rhCG recombinante modificada con polietilenglicol y, por ejemplo, FSH o LH) estos pueden
ser adecuados para la administracion por separado o conjuntamente. Si se administran por separado, la
administracion puede ser secuencial. El producto puede suministrarse en cualquier envase apropiado. Por ejemplo,
un producto puede contener varias jeringas precargadas que contienen o bien hCG, FSH, o bien una combinacién
tanto de FSH como de hCG, las jeringas envasadas en un envase de tipo blister u otros medios para mantener la
esterilidad. Un producto puede contener opcionalmente instrucciones para usar las formulaciones de rhCG
recombinante modificada con polietilenglicol y FSH.

Se ajustan el pH y la concentracion exacta de los diversos componentes de la composicion farmacéutica segun la
practica rutinaria en este campo. Véase GOODMAN y GILMAN's THE PHARMACOLOGICAL BASIS FOR
THERAPEUTICES, 72 ed. En una realizacién preferida, las composiciones de la invenciéon se suministran como
composiciones para administracion parenteral. Se conocen en la técnica métodos generales para la preparacion de
las formulaciones parenterales y se describen en REMINGTON; THE SCIENCE AND PRACTICE OF PHARMACY,
citado anteriormente, en las paginas 780-820. Las composiciones parenterales pueden suministrarse en una
formulacién liquida o como un sdlido que se mezclara con un medio inyectable estéril justo antes de su
administracién. En una realizacién especialmente preferida, las composiciones parenterales se suministran en una
forma unitaria de dosificacion para facilidad de administracion y uniformidad de dosificacion.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se describira ahora con mas detalle con referencia a los siguientes ejemplos y a los dibujos
adjuntos, en los que:

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

la figura 4 muestra la deteccion de isoformas de rhCG en preparaciones de hCG recombinante derivada de linea
celular humana segun la invencion (pista 3, 4) mediante IEF tefidas con azul de Coomassie, en comparaciéon con
preparaciones de la técnica anterior (pista 1, 2);

la figura 5 muestra tasas de aclaramiento metabdlico (MCR, metabolic clearance rate) de muestras de hCG de
Per.C6 modificada por ingenieria con a.2,3-sialiltransferasa;

la figura 6 muestra MCR a largo plazo de muestras de hCG de Per.C6 modificada por ingenieria con a2,3-
sialiltransferasa;

la figura 7 muestra el analisis mediante SEC-HPLC de la hCG pegilada producida mediante el método del ejemplo
12;y

las figuras 8A y 8B muestran el analisis mediante SEC-HPLC de los productos de hCG pegilada de la invencién
producidos mediante los métodos de los ejemplos 12A y 12B.

Seleccién de secuencias

HCG humana

Se usb la regién codificante del gen para el polipéptido alfa de hCG segun Fiddes y Goodman (1979). La secuencia
se registra en el banco como AH007338 y en el momento de la construccion no habia otras variantes de esta
secuencia de proteina. La secuencia se denomina en el presente documento SEQ ID 1.

Se usd la region codificante del gen para el polipéptido beta de hCG segun Fiddes y Goodman (1980). La secuencia
se registra en el banco como NP_000728 y concuerda con las secuencias de proteina de CGbeta3, CGbeta5 y
CGbeta?. La secuencia se denomina en el presente documento SEQ ID 2

Sialiltransferasa

a2,3-Sialiltransferasa - Se uso6 la region codificante del gen para beta-galactésido alfa-2,3-sialiltransferasa 4 (0.2,3-
sialiltransferasa, ST3GAL4) segun Kitagawa y Paulson (1994). La secuencia se registra en el banco como L23767 y
se denomina en el presente documento SEQ ID 3.

o2,6-Sialiltransferasa - Se usoé la region codificante del gen para beta-galactosamida alfa-2,6-sialiliransferasa 1
(a2,6-sialiltransferasa, ST6GAL1) segun Grundmann et al. (1990). La secuencia se registra en el banco como
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NM_003032 y se denomina en el presente documento SEQ ID 4.
Ejemplos

Ejemplo 1 Construccion del vector de expresion de hCG

Se amplificaron las secuencias codificantes de polipéptido alfa de hCG (AH007338, SEQ ID 1) y el polipéptido beta
de hCG (NP_000728, SEQ ID 2) mediante PCR usando las combinaciones de cebadores CGa-fw y CGa-rev y CGb-
fw y CGb-rec, respectivamente.

CGa-fw 5-CCAGGATCCGCCACCATGGATTACTACAGAAAAATATGC-3

CGa-rev 5-GGATGGCTAGCTTAAGATTTGTGATAATAAC-3

CGb-fw 5-CCAGGCGCGCCACCATGGAGATGTTCCAGGGGCTGC-3

CGb-rev 5-CCGGGTTAACTTATTGTGGGAGGATCGGGG-3

Se digirié el ADN de polipéptido beta de hCG amplificado resultante con las enzimas de restriccion Ascl y Hpal y se
inserto en los sitios Ascl y Hpal en el vector de expresion de mamifero dirigido por CMV que portaba un marcador de
seleccion de neomicina. De manera similar, se digirié6 el ADN de polipéptido alfa de hCG con BamHI y Nhel y se
insert6 en los sitios BamHI y Nhel en el vector de expresion que ya contenia el ADN de polipéptido beta de hCG.

Se uso6 el ADN vector para transformar la cepa DH5a de E.coli. Se escogieron colonias para la amplificacién y, del
numero que incluian el vector que contenia ambas subunidades alfa y beta de hCG, se seleccionaron veinte para
secuenciacion. Todas las colonias seleccionadas para secuenciacidon contenian las secuencias correctas segun
SEQ ID 1y SEQ ID 2. Se seleccioné el plasmido phCG A+B para transfeccion (figura 1).

Ejemplo 2 Construccion del vector de expresion de ST3

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

2,3STiw 5-CCAGGATCCGCCACCATGTGTCCTGCAGGCTGGAAGC-3
2,3STrev 5-TTTTTTTCTTAAGTCAGAAGGACGTGAGGTTCTTG-3’

Se digirié el ADN de ST3 amplificado resultante con las enzimas de restriccion BamHI y Aflll y se insertd en los sitios
BamHI y Aflll en el vector de expresion de mamifero dirigido por CMV que portaba un marcador de resistencia a
higromicina. Se amplifico el vector tal como se describid previamente y se secuencio. El clon pST3#1 (figura 2)
contenia la secuencia correcta segun SEQ ID 3 y se selecciond para transfeccion.

Ejemplo 3 Construccion del vector de expresion de ST6

Se amplificéd la secuencia codificante de beta-galactosamida alfa-2,6-sialiltransferasa 1 (ST6, NM_003032, SEQ ID
4) mediante PCR usando la combinacion de cebadores 2,6STfw y 2,6STrev.

2,65Tiw 5-CCAGGATCCGCCACCATGATTCACACCAACCTGAAG-3
2,6STrev 5-TTTTTTTCTTAAGTTAGCAGTGAATGGTCCGG-3’

Se digirié el ADN de ST6 amplificado resultante con las enzimas de restriccion BamHI y Aflll y se insertd en los sitios
BamHI y Aflll en el vector de expresion de mamifero dirigido por CMV que portaba un marcador de resistencia a
higromicina. Se amplificé el vector tal como se describié previamente y se secuencid. El clon pST6#11 (figura 3)
contenia la secuencia correcta segun SEQ ID 4 y se selecciond para transfeccion.

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

Se generaron clones de Per.C6 que produjeron hCG mediante la expresion de ambas cadenas de polipéptido de
hCG a partir de un Unico plasmido (véase el ejemplo 1).

Para obtener clones estables, se usé un agente de transfeccion basado en liposomas con el constructo de phCG
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A+B. Se seleccionaron los clones estables en medio de seleccion de Per.C6 complementados con FCS al 10% y
que contenian G418. Tres semanas después de la transfeccidon, crecieron clones resistentes a G418. Se
seleccionaron un total de 389 clones para aislamiento. Se cultivaron los clones aislados en medios de seleccion
hasta que fueron confluyentes al 70-80%. Se sometieron a ensayo los sobrenadantes para determinar el contenido
de proteina hCG usando un ELISA selectivo para hCG y la actividad farmacolégica en el receptor de hCG en la linea
celular clonada, usando un ensayo de acumulacion de AMPc. Se hicieron avanzar los clones (118) que expresaron
proteina funcional para expansion en cultivo a frascos de 24 pocillos, 6 pocillos y T80.

Se iniciaron estudios para determinar la productividad y calidad del material a partir de 47 clones, en frascos T80
para generar suficiente material. Se cultivaron las células en medios complementados tal como se describio
previamente durante 7 dias y se recogio el sobrenadante. Se determind la productividad usando el ELISA selectivo
para hCG. Se determiné el perfil isoeléctrico del material (usando el método descrito en el ejemplo 6). Se usé la
informacion del IEF para seleccionar clones para el analisis de tasa de aclaramiento metabdlico. Se seleccionaron
los clones con suficiente productividad y calidad para la modificacion por ingenieria con sialiltransferasa.

Ejemplo 5a El nivel de sialilacién aumenta en células que sobreexpresan a.2,3-sialiltransferasa. Expresion estable de
pST3 en células PER.C6 que expresan hCG; transfeccidn, aislamiento y examen de clones.

Se generaron clones de Per.C6 que produjeron hCG altamente sialilados, mediante la expresion de «2,3-
sialiltransferasa a partir de plasmidos independientes (véase el ejemplo 2) en células Per.C6 que ya expresaban
ambas cadenas de polipéptido de hCG (véase el ejemplo 4). Se seleccionaron los clones producidos a partir de
células PER.C6® tal como se expone en el ejemplo 4 por sus caracteristicas incluyendo productividad, buen perfil de
crecimiento, produccion de proteina funcional y hCG producida que incluia cierta sialilacion.

Se generaron clones estables tal como se describié previamente en el ejemplo 4. Se aislaron clones del programa
con a2,3-sialiltransferasa, se expandieron y se sometieron a ensayo. El nimero de clones final para el estudio con
a2,3 fue de cinco. Se adaptaron los clones con a2,3-sialiltransferasa a las condiciones de suspension y los medios
libres de suero.

Como anteriormente, se sometieron a ensayo los clones usando un ELISA selectivo para hCG, la respuesta
funcional en una linea celular de receptor de hCG, IEF (ejemplo 6). También se evaluaron para determinar la tasa de
aclaramiento metabolico (ejemplo 9) y bioensayo de hCG segun la USP (ejemplo 10). Se compararon los resultados
con una hCG recombinante disponible comercialmente (Ovitrelle, Serono) y las lineas celulares Per.C6 de hCG.
Parental. Se exponen muestras representativas en los ejemplos y las figuras.

En conclusion, la expresion de hCG junto con a2,3-sialiliransferasa en células Per.C6 da como resultado niveles
aumentados de hCG sialilada en comparacién con células que expresan hCG Unicamente.

Ejemplo 5b Expresion estable de pST3 en células PER.C6 qgue expresan hCG - un método diferente

El heterodimero alfa-beta producido anteriormente (ejemplo 4) tenia un bajo nivel de sialilacion que da como
resultado un perfil de IEF muy basico. Tal como se indicé anteriormente (ejemplo 5a), la expresion de hCG junto con
a2,3-sialiltransferasa en células Per.C6 da como resultado niveles aumentados de hCG sialilada en comparacion
con células que expresan hCG Unicamente.

Se realiz6 una doble transfeccion de los genes de las subunidades alfa y beta de hCG junto con el gen de la enzima
a2,3-sialiltransferasa en células Per.C6 en formato de cultivo celular en suspensién. Se generaron lineas celulares
mediante cotransfeccion del vector de hCG (dual alfa/beta, ejemplo 1) y el vector que codifica para a2,3-
sialiltransferasa (ejemplo 2) en condiciones libres de suero. Se seleccionaron los clones producidos a partir de las
células PER.C6® por sus caracteristicas incluyendo productividad, buen perfil de crecimiento, produccion de
proteina funcional, y hCG producida que incluia cierta sialilacion. Se aislaron los clones, se expandieron y se
sometieron a ensayo.

Como anteriormente, se sometieron a ensayo los clones usando un ELISA selectivo para hCG, la respuesta
funcional en una linea celular de receptor de hCG, IEF (ejemplo 6). También se evaluaron para determinar la tasa de
aclaramiento metabdlico (ejemplo 9) y bioensayo de hCG segun la USP (ejemplo 10). Se compararon los resultados
con una hCG recombinante disponible comercialmente (Ovitrelle, Serono) y las lineas celulares Per.C6 de hCG
parental. Se exponen muestras representativas en los ejemplos y las figuras (véanse los ejemplos 6, 9, 10, figuras 4
y 5). La hCG recombinante producida por los clones (es decir, hCG recombinante segun la invencion) tiene una
sialilacion mejorada significativamente (es decir, en promedio mas isoformas de hCG con altos numeros de acidos
sialicos), en comparacion con hCG expresada sin a.2,3-sialiltransferasa y Ovitrelle (véanse los ejemplos 6 y 8, figura
4).

Ejemplo 6 Analisis del punto isoeléctrico pl de isoformas de hCG producidas por Per.C6 mediante isoelectroenfoque.

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

El isoelectroenfoque (IEF) es una técnica electroforética para la separacion de proteinas basandose en su pl. El pl
es el pH al que una proteina no tiene carga neta y no migrara en un campo eléctrico. El contenido en acido sialico de
las isoformas de hCG altera de manera sutil el punto pl para cada isoforma, lo que puede aprovecharse usando esta
técnica para visualizar las isoformas de hCG de Per.C6 de cada clon.

Se analizaron los puntos isoeléctricos de las isoformas de hCG producidas por Per.C6 en sobrenadantes de cultivo
celular usando isoelectroenfoque. Se produjeron los medios de cultivo celular a partir de clones de hCG de Per.C6
tal como se describio en los ejemplos 4, 5a y 5b. Se separaron muestras de hCG de Per.C6 en geles de IEF Novex®
que contenian poliacrilamida al 5% en condiciones nativas en un gradiente de pH 3,0 - 7,0 en una disolucion de
anfolito de pH 3,0 - 7,0. Se visualizaron las proteinas usando tinciéon con azul de Coomassie, usando métodos bien
conocidos en la técnica.

La figura 4 muestra la deteccion de isoformas de rhCG mediante IEF tefiidas con azul de Coomassie en
composiciones segun la invencion (pista 3, 10 ug, y pista 4, 15 pg) y la composicion derivada de CHO de la técnica
anterior, Ovitrelle (pista 1, Ovitrelle, 10 ug, y pista 2, Ovitrelle, 15 nug). Las bandas representan isoformas de hCG
que contienen diferente nUmeros de moléculas de acido sialico. Usando este método, se identificaron los clones que
produjeron isoformas de hCG con un mayor nimero de moléculas de acido sialico. La figura 4 indica que hCG
recombinante derivada de lineas celulares humanas modificadas por ingenieria con a2,3-sialiltransferasa tienen un
perfil mas acido que Ovitrelle.

Ejemplo 7 Andlisis de la uniones de acido sidlico de hCG de Per.C6

Se analizaron lo glicoconjugados usando un método de diferenciacion de glicanos basado en lectinas. Con este
método, pueden caracterizarse glicoproteinas y glicoconjugados unidos a nitrocelulosa. Las lectinas reconocen
selectivamente un resto particular, por ejemplo acido sidlico con uniones 02,3. Las lectinas aplicadas se conjugan
con el hapteno esteroideo, digoxigenina, que permite la deteccion inmunoldgica de las lectinas unidas.

Se separaron hCG de Per.C6 purificada de un clon parental (sin sialiltransferasa adicional) y un clon modificado por
ingenieria con a2,3-sialiltransferasa usando técnicas de SDS-PAGE convencionales. Se us6 como patron una hCG
recombinante disponible comercialmente (Ovitrelle, Serono).

Se analizé el acido sialico usando el kit de diferenciacion de glicanos DIG (n.° de cat. 11 210 238 001, Roche) segun
las instrucciones del fabricante. Las reacciones positivas con aglutinina de Sambucus nigra (SNA) indicaron acido
sialico con union de manera terminal (2-6). Las reacciones positivas con aglutinina |l de Maackia amurensis (MAA):
indicaron acido sialico con union de manera terminal (a.2-3).

En resumen, el clon parental contenia bajos niveles de acido sialico tanto 2,3 como «a2,6. Los clones modificados
por ingenieria con a2,3-sialiltransferasa contenian altos niveles de uniones de acido sidlico a2,3 y bajos niveles de
uniones de acido sidlico a2,6. El control habitual, Ovitrelle, sélo contiene uniones de acido sidlico 02,3. Esto
concuerda con lo que se sabe sobre proteinas recombinantes producidas en células de ovario de hamster chino
(CHO) (Kagawa et al, 1988, Takeuchi et al, 1988, Svensson et al., 1990).

En conclusion, la modificacion por ingenieria de células de hCG Per.C6 con a2,3-sialiltransferasa aument6 de
manera satisfactoria el numero de moléculas de acido sialico conjugadas con la hCG recombinante en la muestra.

Ejemplos 8A y 8B Cuantificacion de acido sialico total

El acido sialico es un hidrato de carbono unido a proteina que se considera que es un monosacarido y aparece en
combinacién con otros monosacaridos como galactosa, manosa, glucosamina, galactosamina y fucosa. Se midio el
acido sialico total en rhCG purificada segun la invencion usando un método basado en el método de Stanton et. al.
(J. Biochem. Biophys. Methods. 30 (1995), 37 - 48).

Ejemplo 8A

Se midié el contenido total en acido siadlico de hCG recombinante de Per.C6 modificada con a2,3-sialiltransferasa
(por ejemplo, el ejemplo 5a, el ejemplo 5b) y se hallé que era de mas de 15 mol/mol, [expresado en cuanto a una
razén de moles de acido sialico con respecto a moles de proteina], por ejemplo mas de 18 mol/mol, por ejemplo 19,1
mol/mol. Esto puede compararse con Ovitrelle que tiene un contenido total en acido sialico de 17,6 mol/mol.

Ejemplo 8B

Se midié el contenido total en acido siadlico de hCG recombinante de Per.C6 modificada con a2,3-sialiltransferasa
080019-19 (preparada mediante los métodos del ejemplo 5b anterior) y se hallé que era de 20 mol/mol, [expresado
en cuanto a una razén de moles de acido sialico con respecto a moles de proteinal. De nuevo, esto puede
compararse favorablemente con Ovitrelle que tiene un contenido total en acido sialico de 17,6 mol/mol. Se sometié a
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prueba este ejemplo (080019-19) para cuantificar las cantidades relativas de acido sialico 02,3 y 02,6 (ejemplo 8C).

Ejemplo 8C - Cuantificacion las cantidades relativas de acido sialico 02,3 y 0.2,6

Se midieron las cantidades en porcentaje relativas de acido sidlico 02,3 y a2,6 en rhCG purificada [ejemplo (080019-
19), y otros dos ejemplos preparados mediante los métodos del ejemplo 5] usando técnicas conocidas: HPLC con
fase normal (NP, normal phase).

Para cuantificar el acido sialico alfa-2,3 y 2,6 en glicanos con unién a O, se realizd el siguiente analisis. Se
escindieron los glicanos unidos a O de la muestra de hCG usando un kit de liberacion de glicanos Orela y se
separaron en NP-HPLC. Se digirieron muestras de los glicanos extraidos (extraidos como anteriormente) y
combinados, con diferente sialidasas para determinar las uniones. Se realiz6 esta degradacion enzimatica de los
glicanos usando alfa-2,3,6,8-sialidasa y alfa-2,3-sialidasa. Entonces volvieron a separarse los glicanos sometidos a
digestion enzimatica, en la columna de NP, y se identificaron los O-glicanos en la NP-HPLC usando patrones
preparados. Se calcularon los porcentajes relativos y se muestran en la siguiente tabla (SA = Acido sialico).

% de SA Estructura
09PD84-006-3 09PD-84-04 080019-19
63 63 59 02,3-SA
37 37 41 02,6-SA

Se hallé que los porcentajes relativos estaban en los intervalos del 55% - 65% (por ejemplo, el 59%) para la 02,3-
sialilacién; y del 35 al 45% (por ejemplo, el 41%) para la a.2,6-sialilacion.

Ejemplo 8D Cuantificacién de cantidades relativas estructuras sialiladas mono, di, tri y tetra-antenarias

Se midieron las cantidades en porcentaje relativas de estructuras mono, di, tri y tetra-sialiladas en glicanos extraidos
a partir de rhCG purificada (las tres muestras usadas en el ejemplo 8C) usando técnicas conocidas.

Se inmovilizé (bloque de gel) cada muestra de rhCG, se lavo, se redujo, se alquilé y se digiri6 con PNGasa F
durante la noche. Luego se extrajeron los N-glicanos y se procesaron. Los N-glicanos para el analisis mediante NP-
HPLC y WAX-HPLC se marcaron con el fluoréforo 2AB tal como se detalla en Roile et al.

Se llevé a cabo HPLC de intercambio aniénico débil (WAX, weak anion exchange) para separar los N-glicanos por
carga (ejemplo 8C) tal como se expone en Roile et al, con un patrén de N-glicano de fetuina como referencia. Los
glicanos eluyeron segun el nimero de acidos sialicos que contenian. Todas las muestras incluian estructuras mono
(18), di (2S), tri (3S) y tetra (4S)-sialiladas. Se hallé que las cantidades relativas de las estructuras sialiladas estaban
en las siguientes proporciones (1S:2S:4S:4S): el 0,1-4%: el 35-45%: el 0,5-8%: el 0-1%.

Un ejemplo preferido, 080019-19, incluia estructuras mono (1S), di (2S), tri (3S) y tetra (4S)-sialiladas. Las
cantidades relativas de las estructuras sialiladas estaban en las siguientes proporciones (1S:2S:4S:4S): el 0,1-4%: el
35-45%: el 0,5-8%: el 0-1%.

Ejemplo 9 Determinacién de las tasas de aclaramiento metabdlico de rhCG

Para determinar la tasa de aclaramiento metabdlico (MCR) de muestras de hCG de Per.C6 modificadas por
ingenieria usando «2,3-sialiltransferasa (por ejemplo, los ejemplos 5a, 5b), se les inyecté a ratas hembra
conscientes (3 animales por clon) en la vena de la cola a tiempo cero un bolo de rhCG (1 - 10 pg/rata, basado en la
cuantificaciéon mediante ELISA de muestras, DRG EIA 1288). Se extrajeron muestras de sangre (400 pl) de la punta
de la cola alas 1, 2, 4, 8, 12, 24 y 32 horas después de la inyeccion de la muestra de prueba. Se recogio el suero
mediante centrifugacion y se sometié a ensayo para determinar el contenido en hCG mediante ELISA (DRG EIA
1288). La MCR de muestras de hCG de Per.C6 modificadas por ingenieria usando a2,3-sialiltransferasa mostré que
la semivida era similar a la del patrén (figura 5). La figura 6 muestra que otras muestras de hCG modificadas por
ingenieria usando a2,3-sialiliransferasa pueden tener una semivida mejorada en comparacion con el patron (figura
6).

Ejemplo 10 — Bioensayo de hCG segun la USP

Se llevo a cabo un bioensayo de hCG, para someter a ensayo la actividad especifica de hCG. Se midi6 la actividad
segun la USP (Monografias de la USP: Gonadotropina coridnica, USPC Oficial 1/8/09-30/11/09), usando Ovitrelle
como patrén. Ovitrelle tiene una actividad biolégica de 26.000 U.l./mg (Curr Med Res Opin. Dic de 2005; 21(12):
1969 - 76). El limite de aceptacion >21.000 U.l. de hCG/mg. La actividad biolégica para una muestra de hCG
recombinante de hCG derivada de linea celular humana modificada por ingenieria con a.2,3-sialiliransferasa (que
tiene un contenido en acido sialico de 19,1 mol/mol - véase el ejemplo 8) fue de 27.477 U.I. de hCG/mg.

Ejemplo 11 Visién general de produccién y purificacion

Se desarrollé un procedimiento para producir hCG recombinante en células PER.C6 que se cultivaron en suspension
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en medio libre de suero. El procedimiento se describe a continuacion y se aplicé a varias lineas celulares PER.C6
productoras de hCG.

Se purificd hCG recombinante a partir de un clon a2,3 usando una modificacién del método descrito por Lowry et al.
(1976).

Para la produccion de PER.C6-hCG, se adaptaron las lineas celulares a un medio libre de suero, es decir, Excell
525 (JRH Biosciences). En primer lugar, se cultivaron las células para formar una monocapa confluyente al 70%-
90% en un frasco de cultivo T80. En el pase, se resuspendieron las células en el medio libre de suero, Excell 525 +
L-glutamina 4 mM, hasta una densidad celular de 0,3x108 células/ml. Se puso una suspension celular de 25 ml en un
frasco con agitacion de 250 ml y se agité a 100 rpm a 37°C al 5% de CO,. Después de alcanzar una densidad
celular de > 1x108 células/ml, se subcultivaron las células hasta una densidad celular de 0,2 6 0,3x108 células/ml y
se cultivaron adicionalmente en frascos con agitacion a 37°C, el 5% de CO,y 100 rpm.

Para la produccion de hCG, se transfirieron las células a un medio de produccién libre de suero, es decir, VPRO
(JRH Biosciences), que soporta el crecimiento de células PER.C6 hasta densidades celulares muy altas
(habitualmente > 107 células/ml en un cultivo discontinuo). En primer lugar, se cultivaron las células hasta > 1x108
células/ml en Excell 525, luego se centrifugaron durante 5 min a 1000 rpm y posteriormente se suspendieron en
medio VPRO + L-glutamina 6 mM hasta una densidad de 1x108 células/ml. Entonces se cultivaron las células en un
frasco con agitacion durante 7-10 dias a 37°C, el 5% de CO- y 100 rpm. Durante este periodo, las células crecieron
hasta una densidad de > 107 células/ml. Se recogid el medio de cultivo después de que la viabilidad celular
empezase a disminuir. Se centrifugaron las células durante 5 min a 1000 rpm y se us6 el sobrenadante para la
cuantificacion y purificacion de hCG. Se determind la concentracion de hCG usando ELISA (DRG EIA 1288).

Después de eso, se llevo a cabo la purificacion de hCG usando una modificacion del método descrito por Lowry et
al. (1976). Esto se logré6 mediante cromatografia en DEAE-celulosa, filtracion en gel en Sephadex G100,
cromatografia de adsorcion en hidroxiapatita y electroforesis en poliacrilamida preparativa.

Durante todos los procedimientos cromatograficos, se confirmé la presencia de hCG recombinante inmunorreactiva
mediante RIA (DRG EIA 1288) e IEF (ejemplo 6).

Ejemplo comparativo 12 Pegilacién

En un ejemplo de la presente invencion, se une polietilenglicol (por ejemplo, de manera covalente) a través de
residuos de aminoacido de hCG (o variante agonista de la misma). Preferiblemente, se une el polietilenglicol al
extremo N-terminal de la hCG. Un experto en la técnica conoce varios polietilenglicoles activados que tienen varios
grupos funcionales, grupos de unidn, configuraciones y pesos moleculares diferentes. Estos pueden usarse para
sintetizar conjugados PEG-hCG o conjugados variantes agonistas PEG-hCG, mediante métodos que se conocen en
la técnica (véanse, por ejemplo, Roberts M. J. et al., Adv. Drug Del. Rev. 54: 459-476,2002, Harris J. M. et al. , Drug
Delivery Systems 40: 538-551, 2001).

Se sintetizd una preparacion sustancialmente homogénea de hGG pegilada de manera N-terminal usando una
metoxi-PEG-hidrazina (20 kD). La metoxi-PEG-hidrazina (20 kD) esta ampliamente disponible y sus usos se
conocen bien en la técnica. Se us6 una reaccion de transaminacion para eliminar el grupo de amina en el extremo
N-terminal de la hCG recombinante derivada humana, para dejar un aldehido en esta posicion. Una reaccion
quimica entre el grupo aldehido y la metoxi-PEG-hidrazina (20kD) conduce a pegilacion de la hCG en el extremo N-
terminal. Se purificé el producto de hCG pegilada a partir de la mezcla de reaccion hasta > el 95% (analisis mediante
SEC) usando una Unica etapa de cromatografia de intercambio idnico, mediante métodos conocidos en la técnica.

Se concentré 1 mg/ml de rhCG purificada (producida de manera interna mediante el método del ejemplo 5b y
purificada segun el método del ejemplo 11) en acetato de amonio 20 mM, NaCl 150 mM (pH 8) hasta 3 mg/ml, y se
condicioné a tampdn de acetato de sodio 50 mM, NaCl 150 mM, pH 5,5 mediante dispositivo de ultracentrifuga de 10
KD (Vivaspin 20) a 4.000 rpm, 8°C.

Transaminacion: Se incubd la hCG concentrada a temperatura ambiente durante 4 horas en una disolucién que
contenia acetato de sodio 2 M, acido acético 0,4 M, glioxilato de sodio 0,1 My CuSO4 5 mM (pH 5,5). Entonces se
detuvo la reaccién mediante la adicién de EDTA hasta una concentracion final de 20 mM. Se us6 un dispositivo de
ultracentrifuga de 10 KD para retirar los componentes de transaminacion no deseados y se cambié el tampén a
fosfato de sodio 50 mM, NaCl 150 mM (pH 7,5).

Pegilacién: Se prepar6 una disoluciéon madre 10 mM de m-PEG-hidrazina disolviendo polvo liofilizado (NOF) en HCI
1 mM. Se preparé una disolucién madre 200 mM de cianoborohidruro de sodio disolviendo polvo liofilizado (Fluka)
en agua.

Se anadié una cantidad molar de 11 veces de m-PEG-hidrazina de la disolucion madre 10 mM a un vial que
contenia rhCG transaminada (3 mg/ml) mientras se agitaba. Inmediatamente después de eso, se afiadié una
cantidad molar de 75 veces de cianoborohidruro de sodio de la disolucion madre, como agente reductor. Se agité la
mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 24 horas y se monitorizé la extension de la modificacion de
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hCG por PEG (pegilacion) mediante cromatografia de exclusion molecular (SEC); columna de HPLC Superdex-75
(GE Healthcare). Después de 24 horas, se detuvo la reaccion y se diluyé 1:1 hasta 1 mg/ml con tampdn de glicina
400 mM, fosfato de sodio 50 mM, NaCl 150 mM, pH 6,7 y se llevé a cabo un ajuste del pH final con HCI 1 M. Se filtré
la mezcla de reaccién con filtro de 0,2 um, se dividié en alicuotas y se almacend a 4°C. Se muestra el analisis
mediante SEC-HPLC en la figura 7.

Puede observarse a partir del analisis mediante HPLC (figura 7) que el método proporcion6 hCG pegilada. Se
pegilaron aproximadamente el 16% de las moléculas de hCG. Se cree que el rendimiento relativamente bajo de esta
reaccion fue porque aproximadamente el 80%-90% de las proteinas humanizadas tienen residuos de acetilo en su
extremo N-terminal, lo que significé que el rendimiento de la etapa de transaminacion de hCG fue relativamente
bajo.

Ejemplo 12A Pegilaciéon usando m-PEG-aldehido con 2 ramificaciones (20 Kd):

El grupo funcional de m-PEG-aldehido interacciona principalmente con el extremo N-terminal a pH 5,5. Unos
experimentos llevados a cabo con un m-PEG-aldehido lineal produjeron hCG pegilada con aproximadamente de 6 a
7 filamentos de PEG en vez de los 2 filamentos esperados. Esto implica que m-PEG-aldehido interacciona con otros
aminoacidos, tales como histidina (hCG tiene 4 residuos de histidina).

Los presentes inventores hallaron que el uso de un m-PEG-aldehido con 2 ramificaciones redujo o impidio las
pegilaciones no deseadas (el impedimento estérico suprime el acceso a sitios distintos del extremo N-terminal) y
aumento el rendimiento de un producto sélo con pegilacion N-terminal. El procedimiento que se llevé a cabo se
muestra en el esquema 1y es tal como sigue.

Esquema 1: Pegilacion de hCG con mPEG-aldehido ramificado con 2 ramas

- A

mPEG ramificado con 2ramas  Grupo de union |
con grupo reactivo

CH30—(CH2CH0) 0~ ?Hz
CH3O‘(CH2€H20]D_CH
]9 ) o
H,C=0=CNHCH,CH,-C-H 4+ !NH, - hCG

Na CN BH,

Cianoborohidruro de sodio
pH 5,5 (agente reductor)

CH30-(CHchzO)n- (':Hz
CH30"(CHQCH20)“"CH 0 o
il n ¢
H;C—0—CNHCH,CH,-C- NH- hCG

hCG pegilada

[En los esquemas 1, 2 y 3 en el presente documento, CHs-(CH>CH20), es la nomenclatura habitual que representa
mPEG. Los numeros enteros n y m en los esquemas 1, 2 y 3 no tienen el mismo significado que esos numeros
enteros en las presentes reivindicaciones.

Se concentré 1 mg/ml de rhCG purificada (producida de manera interna mediante el método del ejemplo 5b y
purificada segun el método del ejemplo 11) en acetato de amonio 20 mM, NaCl 150 mM, pH 8 hasta 3 mg/ml y se
condicion6 a tampodn de acetato de amonio 50 mM, NaCl 150 mM (pH 5,5) mediante un dispositivo de ultracentrifuga
de 10 KD (Vivaspin 20) a 4.000 rpm, 8°C.

Se prepard una disolucion madre 10 mM de m-PEG-aldehido con 2 ramificaciones (40 KD) disolviendo polvo
liofilizado (NOF) en HCI 1 mM. Se prepar6 una disolucion madre 200 mM de cianoborohidruro de sodio disolviendo
polvo liofilizado (Fluka) en agua.

Se afiadio una cantidad molar de 10 veces del m-PEG-aldehido con 2 ramificaciones de la disolucién madre 10 mM
a un vial que contenia rhCG (3 mg/ml), y se agit6. Inmediatamente después de eso, se afiadié una cantidad molar de
75 veces de cianoborohidruro de sodio, como agente reductor, de la disolucién madre. Se agitd la mezcla de
reaccion a temperatura ambiente durante 24 horas y se monitorizé la extension de la modificacion de hCG por PEG
(pegilaciéon) mediante cromatografia de exclusion molecular (SEC); columna de HPLC Superdex-200 (GE
Healthcare). Después de 24 horas, se detuvo la reaccion y se diluyd 1:1 hasta 1 mg/ml con glicina 400 mM, fosfato
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de sodio 50 mM, NaCl 150 mM (tampén de pH 6,7). Se llevd a cabo un ajuste del pH final con HCI 1 M. Se filtré la
mezcla de reaccion con filiro de 0,2 um, se dividié en alicuotas y se almacené a 4°C.

Se muestra el analisis mediante SEC-HPLC (Superdex-200 10/300 mm GL) en la figura 8A. Tal como se presenta en
la figura 8-A, se observaron dos poblaciones de hCG pegilada. El primer pico eluido (n.° 1) fueron los filamentos de
PEG de mayor peso molecular y el segundo pico eluido (n.° 2) fueron los filamentos de PEG de menor peso
molecular. Se pegilaron el 94% de las moléculas de hCG, lo que representa un aumento considerable del
rendimiento con respecto al ejemplo 12. La determinacion del nimero de filamentos de PEG en cada poblacion fue
imposible en las condiciones de SEC usadas, porque el m-PEG-aldehido con 2 ramificaciones restante eluye al
mismo TR (tiempo de retencion) que la hCG pegilada. Se sometié a prueba el producto de hCG pegilada ramificada
para determinar su actividad en un bioensayo (ejemplo 13).

Se apreciara que es mas probable que el uso de un reactivo de m-PEG de mayor ramificacion (por ejemplo, un m-
PEG-aldehido con 4 ramificaciones tal como el que se representa a continuacion) produzca una Unica poblacion de
PEG-hCG con menos filamentos de PEG (pico n.° 2 en la figura 1-B), porque un m-PEG-aldehido con 4
ramificaciones suprimira adicionalmente el acceso a otros sitios ademas del extremo N-terminal.

— O(CH,CH,0), CH;

Aldehido - O ~ O(CH,CH,0),,CH
—|: O(CH,CH,0),, —
O(CH;CH,0) =

— O(CH,CH,0), CH,

o D(CHQCHQO)HCH;g

Mw total 40kDa: 5kX 27,5k X4
60kDa: 5kX2,12,5kx 4
80kDa: 5kX 2,17 5k x4

En el esquema 2, se muestra un esquema adecuado para preparar un m-PEG-aldehido con ramificado con 4 ramas
mediante un método similar al mostrado en el esquema 1 anterior.

Esquema 2: Pegilacion de hCG con m-PEG-aldehido con ramificado con 4 ramas

CH,0-(CH,CH,0),- CH,
CH,0-(CH,CH,0),- CH
HC = O(CH,CH,0),~ CH,

HT - O(CH,CH,0),~ CH

0 o) o
CH,0=(CH,CH,0),~ CH Hc—o—guncnzcaz-é-ﬂ + nH,-hCG
CH,0-(CH,CH,0),- CH, Grupo de union "

con grupo reactivo
mPEG ramificado con 4 ramas
Na CN BH,

Cianoborohidruro de sodio
(agente reductor)

pH 5,5
CH,0~=(CH,CH,0),- CH,
CH,0~(CH,CH;0),- CH
HC = O(CH,CH,0),~ CH,
HC = O(CH,CH,0),~ CH o
CH,0-(CH,CH,0),- CH HC -0 =CNHCH;CH,~C - NH- hCG

CH,0~(CH,CH,0),~ CH,

hCG pegilada
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Ejemplo comparativo 12 B

Se madificé la rhCG (producida de manera interna mediante el método del ejemplo 5b y purificada segun el método
del ejemplo 11) con un m-PEG-aldehido lineal (10 KD), usando el método del ejemplo 12A. El procedimiento que se
llevé a cabo se muestra en el esquema 3 y es tal como sigue:

Esquema 3: Pegilacion de hCG con mPEG-aldehido lineal:

0 o
CH30=(CH,CH;0) — CHoCH,-C-H + :NH, - hCG

n

L Ace y:
Grupo de union s |

mPEG lineal .
con grupo reactivo

Na CN BH,

Cianoborohidruro de sodio
(agente reductor)
pH 5,5

\4
O

[y A
CH30—(CH,CH;0) = CH; — CH,CH,-C- NH - hCG

hCG pegilada

El anadlisis mediante SEC-HPLC del producto hCG pegilada lineal se presenta en la figura 8-B. Esta hCG pegilada
lineal también se someti6 a prueba para determinar su actividad en un bioensayo (ejemplo 13).

Ejemplo 13 - Bioensayo de hCG activada con PEG

Se produjo una hCG recombinante mediante el método del ejemplo 5b y se purificé segun el método del ejemplo 11.
Se asignaron 21 ratas a 3 grupos (7 ratas por grupo), y a cada rata se le inyecto6 tres veces, en dias independientes
(cada inyeccion en un dia diferente), una de las siguientes dosis de la hCG recombinante (1 grupo = 1 dosis): 4,3 ng
(ratas en el grupo A), 8,6 ng (ratas en el grupo B); y 17,1 ng (ratas en el grupo C). Después de 5 dias, se sacrificaron
las ratas y se peso el Utero para la determinacion de potencia, segun un bioensayo conocido y de rutina.

Una rata a la que se le habian inyectado 3 dosis diarias que sumaban en total 4,3 ng de la hCG recombinante tiene
un peso uterino promedio de 30-40 mg después de 5 dias. Una rata a la que se le habian inyectado 3 dosis diarias
que sumaban en total 8,6 ng rhCG tiene un peso uterino promedio de 60-70 mg después de 5 dias. Una rata a la
que se le habian inyectado 3 dosis diarias de 17,1 ng rhCG tiene un peso uterino promedio de 110-120 mg después
de 5 dias (véase la tabla a continuacion).

Los inventores sometieron a prueba los productos de la invencién para determinar el potencial para proporcionar una
formulacién de accion prolongada que permitiria una Unica dosis semanal.

Los presentes inventores usaron el mismo bioensayo para medir el peso uterino después de 5 dias de tratarse las
ratas con:

(i) una unica inyeccion de hCG recombinante producida de manera interna mediante el método del ejemplo 5b y
purificada segun el método del ejemplo 11, que se administrd a diez veces la concentracion de la mayor de las tres
dosis de inyeccion diaria, es decir a diez veces la concentracion (170 ng);

(i) una unica inyeccion de hCG recombinante pegilada ramificada de la invencion producida mediante el método del
ejemplo 12A que se administré a diez veces la concentracion de la mayor de las tres dosis de inyeccion diaria, es
decir a diez veces la concentracion (170 ng); y

(iii) una unica inyeccion de hCG recombinante pegilada lineal producida mediante el método del ejemplo 12 que se
administr6é a diez veces la concentracion de la mayor de las tres dosis de inyeccion diaria, es decir a diez veces la
concentracion (170 ng).

Se muestran los resultados en la siguiente tabla.
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Puede observarse que el ejemplo de bioensayo de PEG-rhCG ramificada (columna 5 de la tabla) demuestra que una
Unica inyeccion de la rhCG pegilada ramificada de la invencion proporciona un peso uterino promedio (mg) de
134,11, aproximadamente equivalente a 3 inyecciones Unicas de la mayor dosis de 17,1 ng de rhCG. Esto indica
claramente que seria viable una formulacion de “liberacion sostenida una vez a la semana” usando la hCG pegilada
de la invencién. Esta capacidad para proporcionar una formulacién una vez a la semana de hCG recombinante
representa una ventaja importante con respecto a las formulaciones de hCG conocidas.

Peso uterino promedio (mg)
PEG-rhCG
MCGQSMP | mcGasMP | | PESTACE | amificada Q-
09PD-84-012 09PD-84-012 09PD-84-012 MP
09PD-84-012
Grupo 1 inyeccién 1 inyeccion 1 inyeccion Tambon
P 3 inyecciones de Concentracion Concentracion Concentracion P
4,3 ng (grupo A), x10 x10 x10
8,6 ng (grupo B) y (170 ng) (170 ng) (170 ng)
17,1 ng (grupo C)
Grupo (i) Grupo (iii) Grupo (ii)
A 38,81
B 57,28
C 117,23 64,05 35,22 134,11 41,9

rhCG = hCG recombinante
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SEQID1
Polipéptido alfa de gonadotropina coriénica humana
Numero de registro AHO07338
Secuencia de nucleétidos de hCG alfa
1 ATGGATTACT ACAGAAAATA TGCAGCTATC TTTCTGGTCA CATTGTCGGT
GTTTCTGCAT
6l GTTCTCCATT CCGCTCCTGA TGTGCAGGAT TGCCCAGAAT GCACGCTACA
GGAAAACCCA
121  TTCTITCTCCC  AGCCGGGTGC  CCCAATACTT  CAGTIGCATGG  GCIGCTGCTT
CTCTAGAGCA
181 TATCCCACTC CACTAAGGTC CAAGAAGACG  ATGTTGGTICC AAAAGAACGT
CACCTCAGAG
241 TCCACTTGCT GTGTAGCTAA ATCATATAAC AGGGTCACAG TAATGGGGGG
TTTCAAAGTG
301 GAGAACCACA CGGCGTGCCA CTGCAGTACT TGTTATTATC ACAAATCTTA A
Secuencia de proteina de hCG alfa
1 MDYYRKYAAT FLVTLSVFLH VLHSAPDVQD CPECTLQENP FFSQPGAPIL
QCMGCCFEFSRA
61 YPTPLRSKKT MLVQKNVTSE STCCVAKSYN RVTVMGGFKV ENHTACHCST CYYHKS
SEQID 2
Polipéptido beta de gonadotropina coriénica humana
Numero de registro NP_000728
Secuencia de nucledtidos de hCG beta

Secuencia de nucledtidos

1 ATGGAGATGT TCCAGGGGCT GCTGCTGTTG  CTGCTGCTGA  GCATGGGCGG
GACATGGGCA

61 TCCAAGGAGC  CGCTTCGGCC  ACGGTGCCGC  CCCATCAATG  CCACCCTGGC
TGTGGAGAAG
121 GAGGGCTGCC  CCGTGTIGCAT CACCGTCAAC  ACCACCATCT GTGCCGGCTA
CTGCCCCACC

181 ATGACCCGCG  TGCTGCAGGG  GGTCCTGCCG  GCCCTGCCTC  AGGTGGTGTG
CAACTACCGC
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241 GATGTGCGCT
CCCCGTGGTIC
301 TCCTACGCCG
CACTGACTGC
361 GGGGGTCCCA
CTCCTCTTCC
421 TCAAAGGCCC
CTCGGACACC

TCGAGTCCAT

TGGCTCTCAG

AGGACCACCC

CTCCCCCCAG

481 CCGATCCTICC CACAATAA

Secuencia de proteina de hCG beta

ES 2693273 T3

CCGGCTCCCT

CTGTCAATGT

CTTGACCTGT

CCTTCCAAGT

GGCTGCCCGC

GCACTCTGCC

GATGACCCCC

CCATCCCGAC

GCGGCGTGAA

GCCGCAGCAC

GCTTCCAGGA

TCCCGGGGCC

1 MEMFQGLLLL LLLSMGGTWA SKEPLRPRCR PINATLAVEK EGCPVCITVN

TTICAGYCPT

61 MTRVLQOGVLP ALPQVVCNYR DVRFESIRLP GCPRGVNPVV SYAVALSCQC

ALCRRSTTDC

121 GGPKDHPLTC DDPRFQDSSS SKAPPPSLPS PSRLPGPSDT PILPQ

SEQID 3

Beta-galactosido alfa-2,3-sialiltransferasa 4

Numero de registro L23767

Secuencia de nucledtidos de ST3GAL4

1 ATGTGTCCTG
CGTCATGGTG

61 TGGTATTCCA
CATCCCAGAG
121 AAGAAGGAGC
CTTTGGCAAC
181 TACTCCCGGG
CAAGACGCCA
241 TCTGCTTACG
CCGGGTGCTA
301 GCCATCACCA
CCGCTGTGTG
30l GTCGTGGGGA
CAACAAGTAC
421 GATGTGGTCA
CGTGGGCTCC

CAGGCTGGAA

TCTCCCGGGA

CGTGCCTCCA

ATCAGCCCAT

AGCTGCCCTA

GCTCCTCCAT

ACGGGCACCG

TCAGATTGAA

GCTCCTGGCC

AGACAGGTAC

GGGTGAGGCA

CTTCCTGCGG

TGGGACCAAG

CCCCAAGAAC

GCTGCGGAAC

CAATGCCCCA

20

ATGTTGGCTC

ATCGAGCTTT

GAGAGCAAGG

CTTGAGGATT

GGGAGTGAGG

ATCCAGAGCC

AGCTCACTGG

GTGGCTGGCT

TGGTCCTGGT

TTTATTTTCC

CCTCTAAGCT

ATTTCTGGGT

ATCTGCTCCT

TCAGGTGCCG

GAGATGCCAT

ATGAGGGTGA
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481 AAGACCACCA TGCGTCTCTT CTACCCTGAA TCTGCCCACT TCGACCCCAA
AGTAGAAAAC
541 AACCCAGACA CACTCCTCGT CCTGGTAGCT TTCAAGGCAA TGGACTTCCA
CTGGATTGAG
601  ACCATCCTGA  GTGATAAGAA  GCGGGTGCGA  AAGGGTTTICT  GGAAACAGCC
TCCCCTCATC
661 TGGGATGTCA ATCCTAAACA GATTCGGATT CTCAACCCCT TCTTCATGGA
GATTGCAGCT
721  GACAAACTGC  TGAGCCTGCC  AATGCAACAG  CCACGGAAGA  TTAAGCAGAA
GCCCACCACG
781 GGCCTGTTGG CCATCACGCT GGCCCTCCAC CTCTGTGACT TGGTGCACAT
TGCCGGCTTT
841 GGCTACCCAG  ACGCCTACAA CAAGAAGCAG  ACCATTCACT ACTATGAGCA
GATCACGCTC
901 AAGTCCATGG CGGGGTCAGG CCATAATGTC TCCCAAGAGG CCCTGGCCAT
TAAGCGGATG
961 CTGGAGATGG GAGCTATCAA GAACCTCACG TCCTTCTGA
Secuencia de proteina de ST3GAL4

1 MCPAGWKLLA MLALVLVVMV WYSISREDRY IELFYFPIPE KKEPCLQGEA
ESKASKLFGN

6l YSRDQPIFLR LEDYFWVKTP SAYELPYGTK GSEDLLLRVL AITSSSIPKN
IQSLRCRRCV
121 VVGNGHRLRN SSLGDAINKY DVVIRLNNAP VAGYEGDVGS KTTMRLEFYPE
SAHFDPKVEN
181 NPDTLLVLVA FKAMDFHWIE TILSDKKRVR KGFWKQPPLT WDVNPKQIRI
LNPFFMEIAA
241 DKLLSLPMQQ PRKIKQKPTT GLLAITLALH LCDLVHIAGEF GYPDAYNKKQ
TIHYYEQITL
301 KSMAGSGHNV SQEALATKRM LEMGAIKNLT SF
SEQID 4
Beta-galactosamida alfa-2,6-sialiltransferasa 1
Numero de registro NM_003032
Secuencia de nucledtidos de ST6GAL1

1 ATGATTCACA CCAACCTGAA GAARAAAGTTC AGCTGCTGCG TCCTGGICTT TCTTCTGTTT
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201

Op-

GCAGTCATCT
CAAACCAAGG
CAGTCTGTAT
CTCAGAGGCC
TCTTCCAAAA
AAGTACAAAG
CGCTGCCACC
AATACCTCTG
TGGGGCAGGT
GAAATCGATG
CAAGATGTGG
AAGCGCTTCC
GTATACCACT
TACAAGACTT
CCTTGGGAGC
CCATCCTCTG
TATGAGTTCC
GATAGTGCCT
CATCTCAACC
TTCCGGACCA

GTGTGTGGAA
AATTCCAGGT
CCTCAAGCAG
TAGCCAAGGC
ACCTTATCCC
TGTCCTACAA
TCCGGGACCA
AATGGGAGGG
GTGCTGTTGT
ATCATGACGC
GCACAAARAAC
TCAAAGACAG
CAGATATCCC
ATCGTAAGCT
TATGGGACAT
GGATGCTTGG
TCCCATCCAA
GCACGATGGG
AGGGCACAGA

ES 2693273 T3

GGAAAAGAAG
GTTAAAGAGT
CACCCAGGAC
CAAACCAGAG
TAGGCTGCAA
GGGGCCAGGA
TGTGAATGTA
TTATCTGCCC
GTCGTCAGCG
AGTCCTGAGG
TACCATTCGC
TTTGTACAAT
AAAGTGGTAC
GCACCCCAAT
TCTTCAAGAA
TATCATCATC
GCGCAAGACT
TGCCTACCAC
TGAGGACATC

TTCACTGCTA A

Secuencia de proteina de ST6GAL1

1

ARAGGGAGTT
CTGGGGAAAT
CCCCACAGGG
GCCTCCTTCC
AAGATCTGGA
CCAGGCATCA
TCCATGGTAG
AAGGAGAGCA
GGATCTCTGA
TTTAATGGGG
CTGATGAACT
GAAGGAATCC
CAGAATCCGG
CAGCCCTTTT
ATCTCCCCAG
ATGATGACGC
GACGTGTGCT
CCGCTGCTCT
TACCTGCTTG

ACTATGATTC
TGGCCATGGG
GCCGCCAGAC
AGGTGTGGAA
AGAATTACCT
AGTTCAGTGC
AGGTCACAGA
TTAGGACCAA
AGTCCTCCCA
CACCCACAGC
CTCAGTTGGT
TAATTGTATG
ATTATAATTT
ACATCCTCAA
AAGAGATTCA
TGTGTGACCA
ACTACTACCA
ATGAGAAGAA
GAAAAGCCAC

MIHTNLKKKE

LGKLAMGSDS

61

QSVSSSSTQD

KIWKNYLSMN

121

KYKVSYKGPG

SCCVLVFLLF

PHRGRQTLGS

PGIKFSAEAL

AVICVWKEKK

LRGLAKAKPE

RCHLRDHVNV

KGSYYDSFKL

ASFQVWNKDS

SMVEVTDEFPF

CTTTAAATTG
GTCTGATTCC
CCTCGGCAGT
CAAGGACAGC
AAGCATGAAC
AGAGGCCCTG
TTTTCCCTTC
GGCTGGGCCT
ACTAGGCAGA
CAACTTCCAA
TACCACAGAG
GGACCCATCT
CTTTAACAAC
GCCCCAGATG
GCCAAACCCC
GGTGGATATT
GAAGTTCTTC
TTTGGTGAAG
ACTGCCTGGC

QTKEFQVLKS

SSKNLIPRLO

NTSEWEGYLP

KESIRTKAGP
181
LMNSQLVTTE
241

WGRCAVVSSA  GSLKSSQLGR  EIDDHDAVLR FNGAPTANEFOQ QODVGTKTTIR

KRFLKDSLYN EGILIVWDPS VYHSDIPKWY ONPDYNFEFNN YKTYRKLHPN

QPFYILKPOM
301
DVCYYYQKFF

PWELWDILQE ISPEEIQPNP PSSGMLGIII MMTLCDQVDI YEFLPSKRKT

361 DSACTMGAYH PLLYEKNLVK HLNQGTDEDI YLLGKATLPG FRTIHC
Lista de secuencias

<110> Universidad de Durham, la Agencia de Investigacion en Alimentos y Medio Ambiente (FERA), que representa
a la Secretaria de Estado de Medio Ambiente, Alimentos y Asuntos Rurales

<120> Pesticida de toxina de arafia
<130> PL401462WO
<150> Documento GB1105418.6

22



10

15

20

ES 2693273 T3

<151> 31-03-2011

<160> 28

<170> Patentln versién 3.3
<210> 1

<211> 37

<212> PRT

<213> Hadronyche versuta
<400> 1

Ser Pro Thr Cys Ile Pro Ser Gly Gln Pro Cys Pro Tyr Asn Glu Asn
1 5 10 15

Cys Cys Ser Gln Ser Cys Thr Phe Lys Glu Asn Glu Asn Gly Asn Thr
20 25 30

Val Lys Arg Cys Asp
35

<210> 2

<211> 37

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de toxina natural modificada
<400> 2

Ser Pro Thr Cys Ile Pro Ser Gly Gln Pro Cys Pro Tyr Asn Glu Asn
1 5 10 15

Cys Cys Ser Gln Ser Cys Thr Phe Lys Glu Asn Glu Asn Gly Asn Thr
20 25 30

Val Gln Arg Cys Asp
35

<210> 3

<211> 105

<212> PRT

<213> Galanthus nivalis

<400> 3
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Asp Asn Tle Leu Tyr

Asn Tyr Gly Ser Phe
20

Leu Tyr Asp Val Asp
35

Ser Arg Ser Cys Phe
50

Tyr Asn Pro Ser Asn
65

Asn Gly Asn Tyr Val
85

Tyr Gly Thr Asp Arg
100

<210> 4

<211> 153

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Proteina de fusién
<400> 4

Asp Asn Tle Leu Tyr
1 5

Asn Tyr Gly Ser Phe
20

Leu Tyr Asp Val Asp
35

Ser Arg Ser Cys Phe
50

Tyr Asn Pro Ser Asn
65

Asn Gly Asn Tyr Val
85

Ser

Val

Lys

Leu

Lys

70

Cys

Trp

Ser

Val

Lys

Leu

Lys

70

Cys

Gly

Phe

Pro

Ser

55

Pro

Ile

Ala

Gly

Phe

Pro

Ser

55

Pro

Ile
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Glu

Ile

Ile

40

Met

Ile

Leu

Thr

Glu

Ile

Ile

40

Met

Ile

Leu

Thr

Met

25

Trp

Gln

Trp

Gln

Gly
105

Thr

Met

25

Trp

Gln

Trp

Gln

Leu

10

Gln

Ala

Thr

Ala

Lys
90

Leu

10

Gln

Ala

Thr

Ala

Lys
90

24

Ser

Glu

Thr

Asp

Ser

75

Asp

Ser

Glu

Thr

Asp

Ser

75

Asp

Thr

Asp

Asn

Gly

60

Asn

Arg

Thr

Asp

Asn

Gly

60

Asn

Arg

Gly

Cys

Thr

45

Asn

Thr

Asn

Gly

Cys

Thr

45

Asn

Thr

Asn

Glu

Asn

30

Gly

Leu

Gly

Val

Glu

Asn

30

Gly

Leu

Gly

Val

Phe

15

Leu

Gly

Val

Val
95

Phe

15

Leu

Gly

Val

Gly

Val
95

Leu

Val

Leu

Val

Gln

80

Ile

Leu

Val

Leu

Val

Gln

80

Ile



Tyr Gly Thr Asp Arg
100

Ile Pro Ser Gly Gln
115

Ser Cys Thr Phe Lys
130

Asp Val Asp His His
145

<210>5

<211> 151

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Proteina de fusién
<400> 5

His His His His His

1 5

Ser Thr Gly Glu Phe
20

Glu Asp Cys Asn Leu
35

Thr Asn Thr Gly Gly
50

Asp Gly Asn Leu Val
65

Ser Asn Thr Gly Gly
85

Asp Arg Asn Val Val
100

Ala Ala Ser Pro Thr
115

Glu Asn Cys Cys Ser
130

Trp

Pro

Glu

His
150

His

Leu

Val

Leu

Val

70

Gln

Ile

Cys

Gln

Ala

Cys

Asn

135

His

Asp

Asn

Leu

Ser

55

Tyr

Asn

Tyr

Ile

Ser
135

ES 2693273 T3

Thr

Pro

120

Glu

His

Asn

Tyr

Tyr

40

Arg

Asn

Gly

Gly

Pro

120

Cys

Gly

105

Tyr

Asn

His

Ile

Gly

25

Asp

Ser

Pro

Asn

Thr

105

Ser

Thr

Ala Ala Ala

Asn Glu Asn

Gly Asn Thr

Leu

10

Ser

Val

Cys

Ser

Tyr

90

Asp

Gly

Phe

25

Tyr

Phe

Asp

Phe

Asn

75

Val

Arg

Gln

Lys

140

Ser

Val

Lys

Leu

60

Lys

Cys

Trp

Pro

Glu
140

Ser Pro Thr Cys

110

Cys Cys Ser Gln

125

Val Lys Arg Cys

Gly

Phe

Pro

45

Ser

Pro

Ile

Ala

Cys

125

Asn

Glu

Ile

30

Ile

Met

Ile

Leu

Thr

110

Pro

Glu

Thr

15

Met

Trp

Gln

Trp

Gln

95

Gly

Tyr

Asn

Leu

Gln

Ala

Thr

Ala

80

Lys

Ala

Asn

Gly



10

<210>6
<211> 146
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

ES 2693273 T3

Asn Thr Val Gln Arg Cys Asp
145

<223> proteina de fusion

<400> 6

Ala Ser Pro
1

Asn Cys Cys

Thr Val Lys
35

Glu Thr Leu
50

Ile Met Gln
65

Ile Trp Ala

Met Gln Thr

Ile Trp Ala
115

Leu Gln Lys
130

Thr Gly
145

<210>7
<211> 154
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

Thr

Ser

20

Arg

Ser

Glu

Thr

Asp

100

Ser

Asp

Cys

5

Gln

Cys

Thr

Asp

Asn

85

Gly

Asn

Arg

Ile

Ser

Asp

Gly

Cys

70

Thr

Asn

Thr

Asn

Pro

Cys

Ala

Glu

55

Asn

Gly

Leu

Gly

Val
135

Ser

Thr

Ala

40

Phe

Leu

Gly

Val

Gly

120

Val

Gly

Phe

25

Ala

Leu

Val

Leu

Val

105

Gln

Ile

150

Gln

10

Lys

Asp

Asn

Leu

Ser

90

Tyr

Asn

Tyr

26

Pro

Glu

Asn

Tyr

Tyr

75

Arg

Asn

Gly

Gly

Cys

Asn

Ile

Gly

60

Asp

Ser

Pro

Asn

Thr
140

Pro

Glu

Leu

45

Ser

Val

Cys

Ser

Tyr

125

Asp

Tyr

Asn

30

Tyr

Phe

Asp

Phe

Asn

110

Val

Arg

Asn

15

Gly

Ser

Val

Lys

Leu

95

Lys

Cys

Trp

Glu

Asn

Gly

Phe

Pro

80

Ser

Pro

Ile

Ala



10

<223> Proteina de fusion

<400> 7

Ala Ser Pro Thr

1

Asn

Thr

Glu

Ile

65

Ile

Met

Ile

Leu

Thr
145

Cys

Val

Thr

50

Met

Trp

Gln

Trp

Gln

130

Gly

<210> 8

<211> 146

<212> PRT

Cys

Lys

35

Leu

Gln

Ala

Thr

Ala

115

Lys

Val

<213> Artificial

<220>

Ser

20

Arg

Ser

Glu

Thr

Asp

100

Ser

Asp

Asp

Cys

5

Gln

Cys

Thr

Asp

Asn

85

Gly

Asn

Arg

His

<223> Proteina de fusion

<400> 8

Ile

Ser

Asp

Gly

Cys

70

Thr

Asn

Thr

Asn

His
150

Pro

Cys

Ala

Glu

55

Asn

Gly

Leu

Gly

Val

135

His

ES 2693273 T3

Ser

Thr

Ala

40

Phe

Leu

Gly

Val

Gly

120

Val

His

Gly

Phe

25

Ala

Leu

Val

Leu

Val

105

Gln

Ile

His

Gln

10

Lys

Asp

Asn

Leu

Ser

90

Tyr

Asn

Tyr

His

27

Pro

Glu

Asn

Tyr

Tyr

75

Arg

Asn

Gly

Gly

Cys

Asn

Ile

Gly

60

Asp

Ser

Pro

Asn

Thr
140

Pro

Glu

Leu

45

Ser

Val

Cys

Ser

Tyr

125

Asp

Tyr

Asn

30

Tyr

Phe

Asp

Phe

Asn

110

Val

Arg

Asn

15

Gly

Ser

Val

Lys

Leu

95

Lys

Cys

Trp

Glu

Asn

Gly

Phe

Pro

80

Ser

Pro

Ile

Ala



Ala

Asn

Thr

Glu

Ile

65

Ile

Met

Ile

Leu

Thr
145

Ser

Cys

Val

Thr
50

Met

Trp

Gln

Trp

Gln

130

Gly

<210>9

<211> 152

<212> PRT

Pro

Cys

Gln
35

Leu

Gln

Ala

Thr

Ala

115

Lys

<213> Artificial

<220>

Thr

Ser
20

Arg

Ser

Glu

Thr

Asp

100

Ser

Asp

Cys

Gln

Cys

Thr

Asp

Asn

85

Gly

Asn

Arg

<223> Proteina de fusion

<400> 9

Ile

Ser

Asp

Gly

Cys

70

Thr

Asn

Thr

Asn

Pro

Cys

Ala

Glu

55

Asn

Gly

Leu

Gly

Val
135

ES 2693273 T3

Ser

Thr

Ala
40

Phe

Leu

Gly

Val

Gly

120

Val

Gly

Phe
25

Ala

Leu

Val

Leu

Val

105

Gln

Ile

Gln
10

Lys

Asp

Asn

Leu

Ser

90

Tyr

Asn

Tyr

28

Pro

Glu

Asn

Tyr

Tyr

75

Arg

Asn

Gly

Gly

Cys

Asn

Ile

Gly

60

Asp

Ser

Pro

Asn

Thr
140

Pro

Glu

Leu
45

Ser

Val

Cys

Ser

Tyr

125

Asp

Tyr

Asn

30

Tyr

Phe

Asp

Phe

Asn

110

Vval

Arg

Asn
15

Gly

Ser

Val

Lys

Leu

95

Lys

Cys

Trp

Glu

Asn

Gly

Phe

Pro

80

Ser

Pro

Ile

Ala



Ala Ser Pro Thr Cys

Asn Cys Cys Ser Gln
20

Thr Val Gln Arg Cys
35

Glu Thr Leu Ser Thr
50

Ile Met Gln Glu Asp
65

Ile Trp Ala Thr Asn
85

Met Gln Thr Asp Gly
100

Ile Trp Ala Ser Asn
115

Leu Gln Lys Asp Arg
130

Thr Gly His His His
145

<210> 10

<211> 246

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Proteina de fusién

<400> 10

Ile

Ser

Asp

Gly

Cys

70

Thr

Asn

Thr

Asn

His
150

Pro

Cys

Ala

Glu

55

Asn

Gly

Leu

Gly

Val

135

His

ES 2693273 T3

Ser

Thr

Ala

40

Phe

Leu

Gly

Val

Gly

120

Val

His

Gly

Phe

25

Ala

Leu

Val

Leu

Val
105

Gln

Ile

Gln

10

Lys

Asp

Asn

Leu

Ser
90

Tyr

Asn

Tyr

29

Pro

Glu

Asn

Tyr

Tyr

75

Arg

Asn

Gly

Gly

Cys

Asn

Ile

Gly

60

Asp

Ser

Pro

Asn

Thr
140

Pro

Glu

Leu

45

Ser

Val

Cys

Ser

Tyr
125

Asp

Tyr

Asn

30

Tyr

Phe

Asp

Phe

Asn
110

val

Arg

Asn

15

Gly

Ser

Val

Lys

Leu
95

Lys

Cys

Trp

Glu

Asn

Gly

Phe

Pro

80

Ser

Pro

Ile

Ala



Met

Ala

Ile

Asp

Phe

65

Ser

Pro

Cys

Ala

Glu

Arg

Leu

Pro

Val

50

Ile

Leu

Ser

Thr

Ala

130

Phe

Phe

Ala

Ala

35

Ala

Asn

Glu

Gly

Phe

115

Ala

Leu

Pro

Ala

20

Glu

Val

Thr

Lys

Gln

100

Lys

Asp

Asn

Ser

Pro

Ala

Leu

Thr

Arg

85

Pro

Glu

Asn

Tyr

Phe

val

Val

Pro

Ile

70

Glu

Cys

Asn

Ile

Gly

Leu

Asn

Ile

Phe

55

Ala

Ala

Pro

Glu

Leu

135

Ser

ES 2693273 T3

Leu

Thr

Gly

40

Ser

Ser

Glu

Tyr

Asn

120

Tyr

Phe

Leu

Thr

25

Tyr

Asn

Ile

Ala

Asn

105

Gly

Ser

Val

Val

10

Thr

Ser

Ser

Ala

Ala

90

Glu

Asn

Gly

Phe

30

Leu

Glu

Asp

Thr

Ala

75

Ala

Asn

Thr

Glu

Ile

Phe

Asp

Leu

Asn

60

Lys

Ser

Cys

Val

Thr

140

Met

Ala

Glu

Glu

45

Asn

Glu

Pro

Cys

Gln

125

Leu

Gln

Ala

Thr

30

Gly

Gly

Glu

Thr

Ser

110

Arg

Ser

Glu

Ser

15

Ala

Asp

Leu

Gly

Cys

95

Gln

Cys

Thr

Asp

Ser

Gln

Phe

Leu

Val

80

Ile

Ser

Asp

Gly

Cys



10

15

145

Asn Leu

Gly

Gly

Leu Val

Val

Leu

Val

ES 2693273 T3

150

Leu Tyr

165

Ser
180

Arg

Tyr Asn

195

Gly Gly

210

Val
225

Val

His His

<210> 11
<211> 111
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

Gln

Ile

His

Asn Gly

Tyr Gly

Asp

Ser

Pro

Asn

Thr

Val Asp

Phe

Cys

Asn
200

Ser

Tyr Val

215

Asp Arg

230

Ser
245

His

Arg

155

Pro Ile

170

Lys

Leu Ser Met

185

Lys Pro Ile

Cys Ile Leu

Ala Thr

235

Trp

<223> acido nucleico que codifica para toxina modificada

<400> 11

Trp Ala

Gln Thr

Thr

Asp

160

Asn Thr

175

Gly Asn

190

Ala
205

Trp

Gln
220

Lys

Gly Val

Ser

Asp

Asp

Asn Thr

Asn

Arg

His
240

His

tctccaactt gtattccatc tggtcaacca tgtccatata atgaaaattg ttgttctcaa

tcttgtactt ttaaagaaaa tgaaaatggt aatactgttc aaagatgtga t

<210> 12
<211> 314
<212> ADN

<213> Galanthus nivalis

<400> 12

gacaatattt
ttcegttttta
tgggcaacaa
aacctecgtgg
aatgggaatt

cgttgggcca

tgtactcecgg
tcatgcaaga
acacaggtgg
tgtacaaccc
acgtgtgcat

ctgg

tgagactctc
ggactgcaat
tctctecegt
atcgaacaaa

cctacagaag

tctacagggg
ctggtcttgt
agctgcettce
ccgatttggg

gataggaatg

31

aatttctcaa
acgacgtgga
tcagcatgca
caagcaacac

ttgtgatcta

ctacggaagt
caagccaatc
gactgatggg
tggaggccaa

cggaactgat

60

111

60

120

180

240

300

314



10

15

<210> 13
<211>735
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

ES 2693273 T3

<223> acido nucleico para péptido sefial fusionado a proteina de fusién

<400> 13

atgagatttc
ccagtcaaca
tactcagatt
aacgggttat
tctctecgaga
ccatgtccat
ggtaatactg
ctctctacag
aatctggtct
cgtagctgcet
aaaccgattt
aaggatagga

catcatcatc
<210> 14
<211> 37
<212> PRT

cttcattttt
ctacaacaga
tagaagggga
tgtttataaa
aaagagaggc
ataatgaaaa
ttcaaagatg
gggaatttct
tgtacgacgt
tcctcagceat
gggcaagcaa
atgttgtgat

attga

<213> Mesobuthus tamulus

<400> 14

actgctggtt
agatgaaacg
tttcgatgtt
tactactatt
tgaagctgca
ttgttgttct
tgatgcggece
caactacgga
ggacaagcca
gcagactgat
cactggaggc

ctacggaact

ttattcgcag catcctecge
gcacaaattc cggctgaagc
gctgttttge cattttccaa
gccagcattg ctgctaaaga
gcatctccaa cttgtattcce
caatcttgta cttttaaaga
gccgacaata ttttgtactce
agtttcgttt ttatcatgceca
atctgggcaa caaacacagg
gggaacctcg tggtgtacaa
caaaatggga attacgtgtg

gatcgttggg ccactggagt

attagctgct
tgtcatcggt
cagcacaaat
agaaggggta
atctggtcaa
aaatgaaaat
cggtgagact
agaggactgc
tggtctctce
cccatcgaac
catcctacag

ggaccatcat

Arg Cys Gly Pro Cys Phe Thr Thr Asp Pro Gln Thr Gln Ala Lys Cys

1

5

10

15

Ser Glu Cys Cys Gly Arg Lys Gly Gly Val Cys Lys Gly Pro Gln Cys

20

Ile Cys Gly Ile Gln

35
<210> 15
<211> 23
<212> PRT

25

32

30

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

735



10

ES 2693273 T3

<213> Artificial

<220>

<223> péptido sefial GNA
<400> 15

Met Ala Lys Ala Ser Leu Leu Ile Leu Ala Ala Ile Phe Leu Gly Val

1 5 10 15

Ile Thr Pro Ser Cys Leu Ser
20

<210> 16

<211> 171

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Proteina de fusién

<400> 16

33



Met

Ile

Thr

Lys

Ala

65

Phe

Leu

Gly

Val

Gly

145

Val

Ala

Thr

Thr

Gly

50

Ala

Leu

Val

Leu

Val

130

Gln

Ile

<210> 17

<211> 516

<212> ADN

Lys

Pro

Asp

Gly

Asp

Asn

Leu

Ser

115

Tyr

Asn

Tyr

<213> Artificial

<220>

Ala

Ser

20

Pro

Val

Asn

Tyr

Tyr

100

Arg

Asn

Gly

Gly

Ser

Cys

Gln

Cys

Ile

Gly

85

Asp

Ser

Pro

Asn

Thr
165

Leu

Leu

Thr

Lys

Leu

70

Ser

Val

Cys

Ser

Tyr

150

Asp

Leu

Ser

Gln

Gly

55

Tyr

Phe

Asp

Phe

Asn

135

Val

Arg

ES 2693273 T3

Ile

Ala

Ala

40

Pro

Ser

Val

Lys

Leu

120

Lys

Cys

Trp

<223> acido nucleico para proteina de fusion

<400> 17

Leu

Ala

25

Lys

Gln

Gly

Phe

Pro

105

Ser

Pro

Ile

Ala

Ala

10

Ala

Cys

Cys

Glu

Ile

90

Ile

Met

Ile

Leu

Thr
170

34

Ala

Arg

Ser

Ile

Thr

75

Met

Trp

Gln

Trp

Gln

155

Gly

Ile

Cys

Glu

Cys

60

Leu

Gln

Ala

Thr

Ala

140

Lys

Phe

Gly

Cys

45

Gly

Ser

Glu

Thr

Asp

125

Ser

Asp

Leu

Pro

30

Cys

Ile

Thr

Asp

Asn

110

Gly

Asn

Arg

Gly
15

Cys

Gln

Gly

Cys

95

Thr

Asn

Thr

Asn

Val

Phe

Arg

Ala

Glu

80

Asn

Gly

Leu

Gly

Val
160
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15

20

25

ES 2693273 T3

atggctaagg caagtctcct cattttggcec gccatcttcece
tgcctgagtg ctgcagcaag gtgtggtcct tgctttacaa
aagtgtagtg agtgttgtgg gcgaaagggt ggagtatgca
ggtatacaag cggccgccga caatattttg tactcecceggtg
tttctcaact acggaagttt cgtttttatc atgcaagagg
gacgtggaca agccaatctg ggcaacaaac acaggtggtc
agcatgcaga ctgatgggaa cctcgtggtg tacaacccat

agcaacactg gaggccaaaa tgggaattac gtgtgcatcc

gtgatctacg gaactgatcg ttgggctact ggatga
<210> 18

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de oligonucleotido

<400> 18

tggtctctce cgtagetgcet t 21

<210> 19

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de oligonucleotido
<400> 19

atcgaacaaa ccgatttggg 20

<210> 20

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de oligonucleotido
<400> 20

cggtatgtgt aaggccggat a 21

35

ttggtgtcat
ctgatcctca
agggcccaca
agactctctc
actgcaatct
tctceegtag
cgaacaaacc

tacagaagga

cacaccatct
aacacaagcc
atgtatctgt
tacaggggaa
ggtcttgtac
ctgcttecte
gatttgggca

taggaatgtt

60

120

180

240

300

360

420

480

516
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35

ES 2693273 T3

<210> 21

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de oligonucleotido
<400> 21

acgaccgatg ggaacactgt 20

<210> 22

<211> 57

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de oligonucleotido
<400> 22

gcatctccaa cttgtattce atctggtcaa ccatgtccat ataatgaaaa ttgttgt 57

<210> 23

<211> 59

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de oligonucleotido
<400> 23

tctcaatctt gtacttttaa agaaaatgaa aatggtaata ctgttaaaag atgtgatgc 59

<210> 24

<211> 40

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de oligonucleotido
<400> 24

acgtcgtaga ggttgaacat aaggtagacc agttggtaca 40

36
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15

20

25

30

35

ES 2693273 T3

<210> 25

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de oligonucleotido
<400> 25

ggtatattac ttttaacaac aagagttaga acatgaaaat tt 42

<210> 26

<211> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de oligonucleotido
<400> 26

cttttacttt taccattatg acaattttct acactacgcc gg 42

<210> 27

<211> 28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de oligonucleotido
<400> 27

taactgcagc atctccaact tgtattcc 28

<210> 28

<211> 28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de oligonucleotido
<400> 28

ttagcggcceg catcacatct tttaacag 28

37
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10.

11.

12.

13.

ES 2693273 T3

REIVINDICACIONES

hCG modificada con polietilenglicol que tiene la féormula (la)

(R)n-X-Y (la)
en la que:
(R) es un polietilenglicol PEG o un metoxipolietilenglicol (MPEG);
nes?2, 364;
X es un grupo de union; e
Y es hCG.
hCG modificada con polietilenglicol segun la reivindicacion 1, enlaque nes 2 6 4.

hCG modificada con polietilenglicol segun cualquier reivindicacion anterior, en la que la hCG es hCG
recombinante, por ejemplo una hCG recombinante derivada de linea celular humana.

hCG modificada con polietilenglicol segun cualquier reivindicacion anterior, en la que la hCG es una hCG
recombinante (rhCG) que incluye 02,3 y a2,6-sialilacion.

hCG modificada con polietilenglicol segun cualquier reivindicacion anterior, en la que la hCG es una hCG
recombinante que tiene un contenido en acido sialico [expresado en cuanto a una razén de moles de acido
sialico con respecto a moles de proteina] de 15 mol/mol o mas, por ejemplo una hCG recombinante que
tiene un contenido en acido sialico de desde 15 mol/mol hasta 25 mol/mol.

hCG modificada con polietilenglicol segun cualquier reivindicacion anterior, en la que la hCG es una hCG
recombinante que tiene el 10% o mas de la sialilacion total como «2,3-sialilacion y/o el 50% o menos de la
sialilacion total como o.2,6-sialilacion.

hCG modificada con polietilenglicol segun cualquier reivindicacion anterior, en la que la hCG es una hCG
recombinante que tiene del 45% al 80% de la sialilacién total como «.2,3-sialilacion.

hCG modificada con polietilenglicol segun cualquier reivindicacion anterior, en la que la hCG es una hCG
recombinante que tiene del 20% al 55% de la sialilacién total como «.2,6-sialilacion.

Preparacion farmacéutica que comprende una hCG modificada con polietilenglicol segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8.

hCG modificada con polietilenglicol segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o preparacion
farmacéutica segun la reivindicacion 9, en la que un polietilenglicol o un metoxipolietilenglicol (MPEG) o un
polimero soluble en agua, sustancialmente no antigénico, se conjuga con un residuo de aminoacido de la
hCG.

hCG modificada con polietilenglicol segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o preparacion
farmacéutica segun la reivindicacion 9, en la que un polietilenglicol o un metoxipolietilenglicol (MPEG) o un
polimero soluble en agua, sustancialmente no antigénico, se conjuga con el extremo N-aminoterminal o el
extremo C-aminoterminal de la hCG.

hCG modificada con polietilenglicol segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o preparacion
farmacéutica segun la reivindicacion 9, en la que el 90% o mas del polietilenglicol o el metoxipolietilenglicol
(mPEG) o el polimero soluble en agua, sustancialmente no antigénico, se conjuga con el extremo N-
aminoterminal de la hCG.

Composicion farmacéutica (opcionalmente para su uso en el tratamiento de la esterilidad) que comprende
una hCG modificada con polietilenglicol segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 6 10 a 12, una
preparacion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, opcionalmente que comprende
ademas FSH y/o LH.
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Figuras 1, 2 y 3: Mapas de plasmido de los vectores de expresion de
phCGalfa/beta, pST3 y pST6. CMV = promotor de citomegalovirus,
BGHp(A) = secuencia de poliadenilacién de hormona de crecimiento
bovina, fl ori — origen de replicacién de fl, SV40 = promotor del virus del
simio 40, Neo = marcador de resistencia a neomicina, Hyg = marcador de
resistencia a higromicina, SV40 p(A) = secuencia de poliadenilacion del
virus del simio 40, hCG « = polipéptido alfa de gonadotropina coridnica
humana, hCG B = polipéptido beta de gonadotropina coridénica humana,
ST3GAL4 - a2, 3-sialiltransferasa, ST3GALSG - o2, 6-sialiltransferasa,
ColE1 = origen de replicacion de ColE1, Amp - marcador de resistencia
a ampicilina.

vector de expresion de hCG

hCGa

f1ori BGH p(A)

SVv40 ori

Neo

A!TID phCGa*b
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vector de expresion de o2 2-sialiltransferasa (ST3GAL4)
CMV
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" / \ ST3GAL4
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\

BGH p(A)

\\ETEGAU

6940 pb BGH p(A)

pSTS

f1 ori

ColEk&
Sv4C

SV40 p(A) Hyg

FIG. 3
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Figura 4: Deteccién de isoformas de rhCG mediante |IEF tefiidas con azul de
Coomassie en composiciones segun la invencion (pista 3, 10 ug, y pista 4,

15 ug) y la composicion derivada de CHO de |a técnica anterior, Qvitrelle (pista 1,
Ovitrelle, 10 ng, y pista 2, Ovitrelle, 15 ng). Las bandas representan isoformas
de hCG que contienen diferentes numeros de moléculas de acido sialico.

La figura 4 indica que las hCG derivadas de lineas celulares humanas modifica-
das por ingenieria con o2, 3-sialiltransferasa (composiciones segun la invencion)
tienen un perfil mas acido que Ovitrelle.

Marcador de pl 1 2 3 4

Leyenda:

1. Quitrelle - 15mg.

2. Qvitrelle - 10mg.

3. Superdex 75-MP (Ref.08009-15) - 10mg.
4, Superdex 75-MP (Ref.08009-15) - 15mg.

FIG. 4
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Figura 6: Tasas de aclaramiento metabolico a largo plazo de muestras de
rhCG de Per.C6 modificadas por ingenieria con ¢2,3-sialiltransferasa. Se
les inyectd a ratas hembra (3 animales por clon) en la vena de la cola a
tiempo cero un bolo de rhCG (1 - 10 ug/rata). Se sometieron a ensayo
muestras de sangre extraidas a lo largo del tiempo para determinar el con-
tenido en hCG mediante ELISA

Aclaramiento de hCG 8PD-81-02 08009-15 (del clon 1-G2)
en comparacién con Qvitrelle (Serono)

1000

—— BTG hCG 1
—s— BTG hCG 2
—a— Qvitrelle 3
—»— Quvitrelle 4

10

Concentracion normalizéda (ng/ml)

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (horas)

FIG. 6
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