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DESCRIPCION
Preparacién farmacéutica que comprende HCG recombinante

La presente invencién se refiere a gonadotropinas para uso en el tratamiento de infertilidad. En particular, se refiere a
la gonadotropina coriénica humana (hCG).

Las gonadotropinas son un grupo de hormonas de glucoproteinas heterodiméricas que regulan la funcién gonadal en
el hombre y la mujer. Incluyen la hormona estimulante del foliculo (FSH), la hormona luteinizante (LH) y la
gonadotropina corionica (CG). La FSH recombinante se conoce por el documento W0O2009/127826.

La gonadotropina coridnica humana (hCG) es segregada naturalmente por la glandula pituitaria anterior, y funciona
para apoyar el desarrollo folicular y la ovulacion. La hCG comprende una subunidad alfa de 92 aminoacidos, también
comun a las otras hormonas glicoproteicas LH y FSH, y una subunidad beta de 145 aminoéacidos exclusiva de hCG,
que dicta la especificidad de la hormona. Cada subunidad se modifica post-traduccionalmente mediante la adicién de
restos de hidratos de carbono complejos. La subunidad alfa contiene sitios de glicosilaciéon unidos a 2-N en los
aminoacidos 52 y 78, y la subunidad beta contiene sitios de glicosilacion unidos a 2-N en los aminoacidos 13y 30 y
cuatro sitios de glicosilacion unidos a O en los amino&cidos 121, 127, 132 y 138.

La hCG extraida de la orina de mujeres embarazadas [Choragon (Ferring)] se ha usado durante muchos afios en el
tratamiento de la infertilidad. La produccién de hCG extraida de la orina implica la recogida y el procesamiento de
grandes cantidades de orina. Esta disponible una version recombinante de hCG, Ovitrelle (Serono) - véase
https://pdf.hres.ca/dpd_pm/00040699.PDF. Esta se expresa en células de ovario de hamster chino (CHO). El producto
de hCG recombinante conocido tiene un perfil farmacocinético diferente al de hCG producida a partir de orina humana.
Es deseable tener un producto hCG que se replique mas o imite el perfil farmacocinético del producto producido a
partir de orina humana. Los productos que incluyen FSH y hCG se conocen por el documento W02004105788.

Existe una considerable heterogeneidad asociada con las preparaciones de hCG, que se relaciona con las diferencias
en las cantidades de diversas isoformas presentes. Las isoformas de hCG individuales exhiben secuencias de
aminoacidos idénticas pero difieren en la medida en que se modifican post-traduccionalmente; las isoformas
particulares se caracterizan por la heterogeneidad de las estructuras de las ramas de hidratos de carbono y por la
incorporacion de diferentes cantidades de &cido sidlico (un azucar terminal), que parecen influir en la bioactividad
especifica de la isoforma.

La glicosilacion de hCG natural es altamente compleja. Los glicanos en la hCG pituitaria derivada naturalmente pueden
contener una amplia gama de estructuras que pueden incluir combinaciones de glicanos bi-, tri- y tetra-antenarios. Los
glicanos pueden llevar modificaciones adicionales: fucosilacion central, glucosamina bisecante, cadenas extendidas
con acetil lactosamina, sialilacion parcial o completa, sialilacién con enlaces 02,3 y 02,6, y galactosamina sulfatada
sustituida por galactosa. Ademas, existen diferencias entre las distribuciones de las estructuras de glicanos en los
sitios de glicosilacion individuales. HARD K ET AL, EUROPEAN JOURNAL OF BIOCHEMISTRY 1992 DE, (1992),
vol. 205, no. 2, ISSN 0014-2956, paginas 785 — 798, y KESSLER M J ET AL, JOURNAL OF BIOLOGICAL
CHEMISTRY, (1979), vol. 254, no. 16, ISSN 0021-9258, paginas 7909 - 7914, XP002563495 [X] 1,9,11-15,17, explican
la estructura de elementos de hCG.

La glicosilacion de los productos de hCG recombinante (“rhCG”) refleja el intervalo de glicosil-transferasas presentes
en la linea celular hospedante. El producto de rhCG existente, Ovitrelle, deriva de las células de ovario de hamster
chino (células CHO) manipuladas genéticamente. El intervalo de modificaciones de glicanos en rhCG derivada de
CHO es mas limitado que los encontrados en los productos naturales, derivados de la orina. Los ejemplos de la
heterogeneidad reducida de glicanos que se encuentra en la rhCG derivada de CHO incluyen la falta de glucosamina
bisecante y un contenido reducido de fucosilacion central y extensiones de acetil lactosamina. Ademas, las células
CHO solo pueden afiadir acido sialico usando el enlace 02,3 (Kagawa et al, 1988, Takeuchi et al, 1988, Svensson et
al., 1990). Esto es diferente de la hCG producida naturalmente que contiene glicanos con una mezcla de acido sialico
enlazado mediante a2,3 y 02,6.

Se ha demostrado que una preparacién de FSH recombinante (Organon) difiere en las cantidades de FSH con un
punto isoeléctrico (pl) por debajo de 4 (consideradas las isoformas &cidas) en comparacién con la FSH de pituitaria,
de suero o de orina post-menopdusica (Ulloa-Aguirre et al. 1995). La cantidad de isoformas &cidas en las
preparaciones urinarias de FSH fue mucho mayor en comparacion con los productos recombinantes, Gonal-f (Serono)
y Puregon (Organon) (Andersen et al. 2004). Esto debe reflejar un menor contenido molar de acido sialico en rFSH,
ya que el contenido de glicano cargado negativamente modificado con sulfato es bajo en FSH. El menor contenido de
acido sialico, en comparacién con la FSH natural, es una caracteristica de ambos productos de FSH disponibles en el
mercado, y por lo tanto debe reflejar una limitacion en el proceso de fabricacién (Bassett y Driebergen, 2005). El tiempo
de vida circulatorio de la FSH ha sido documentado para materiales de una variedad de fuentes. Algunos de estos
materiales se han fraccionado en funcién de la carga molecular global, caracterizada por su pl, en la que mas acido
equivale a una carga negativa més alta. El principal contribuyente a la carga molecular general es el contenido sialico
total de cada molécula de FSH. Por ejemplo, rFSH (Organon) tiene un contenido de acido sialico de alrededor de 8
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mol/mol, mientras que la FSH derivada de orina tiene un mayor contenido de &cido sidlico (de Leeuw et al. 1996). Las
tasas de aclaramiento plasmatico correspondientes en la rata son 0,34 y 0,14 ml/min (Ulloa-Aguirre et al. 2003). En
otro ejemplo en el que una muestra de FSH recombinante se dividi6 en fracciones de pl alto y bajo, la potencia in vivo
de la fracciéon de pl alto (menor contenido de acido sialico) disminuyé y tuvo una vida media plasmatica mas corta
(D’Antonio et al. 1999). Los solicitantes han descubierto que, de forma similar a la FSH, el producto de hCG
recombinante conocido, derivado de CHO (por ejemplo Ovitrelle), también tiene una menor cantidad de hCG con un
punto isoeléctrico (pl) inferior a 4 (consideradas las isoformas acidas) que la hCG urinaria, lo que también refleja un
menor contenido de acido sialico del producto de rhCG conocido en comparacién con la hCG urinaria.

El contenido total de &cido sialico de hCG y rhCG no es directamente comparable, ya que los &cidos sialicos se enlazan
comunmente de dos maneras. La hCG hipofisaria/sérica/urinaria contiene acido sialico enlazado tanto 02,3 como 02,6,
con predominio del primero. Sin embargo, los recombinantes derivados de células CHO solo contienen 02,3 (Kagawa
et al, 1988, Takeuchi et al, 1988, Svensson et al., 1990). En otras palabras, las proteinas recombinantes expresadas
usando el sistema CHO diferiran de sus contrapartes naturales en su tipo de enlaces terminales de acido sidlico. Esta
es otra diferencia entre los productos naturales y los recombinantes actuales, ademas del menor contenido general
de acido sialico 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.

El documento W0O2005080585 describe la produccion de glicoproteinas. El documento WO03/038100 describe la
produccion de proteinas. El documento W0O2005/076013 describe un método para seleccionar anticuerpos especificos
de glicoformas.

Por lo tanto, es deseable tener un producto de rhCG que se repligue mas o imite el perfil fisicoquimico y
farmacocinético del producto producido a partir de la orina humana. Es deseable tener un producto de rhCG que tenga
una propiedad farmacocinética mejorada o propiedades comparadas con el producto recombinante conocido.

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un método de produccion de hCG recombinante (“rhCG” o
“rechCG”) que incluye sialilacion a2,3 y a2,6, que comprende una etapa de produccion o expresion de la rhCG en una
linea celular Per.C6, en el que la linea celular Per.C6 se ha modificado para sobreexpresar a2,3sialiltransferasa.

Los solicitantes han desarrollado una hCG recombinante derivada del ser humano que tiene un perfil mas acido que
el producto derivado de CHO, Ovitrelle, y que tiene un mayor contenido de acido sialico. La investigacién de los
solicitantes indica que el tipo de enlace de &cido sialico, 02,3 o 02,6, puede tener una influencia drastica en el
aclaramiento biolégico de hCG. Las lineas celulares humanas, a diferencia de las lineas celulares CHO, pueden
expresar hCG recombinante con acidos sialicos unidos por enlaces tanto 02,3 como a2,6.

La hCG recombinante con una mezcla de &cido sialico enlazado 02,3 y 02,6 se realizé mediante ingenieria de una
linea celular humana para expresar tanto rhCG como 02,3 sialiltransferasa (Ejemplos 4, 5a y 5b). El producto
expresado es altamente acido, y posee una mezcla de acidos sidlicos enlazados tanto a2,3 como 02,6; estos ultimos
proporcionados por la actividad de sialiliransferasa endégena. Esto tiene dos ventajas sobre la rhCG expresada en
las células CHO convencionales: primero, el material esta mucho mas sialilado debido a las actividades combinadas
de las dos sialiltransferasas; y en segundo lugar, el material se parece mas a la hCG natural. Es probable que esto
sea mas biolégicamente apropiado en comparacion con los productos recombinantes derivados de células CHO que
han producido solo acido sialico enlazado 02,3 y tienen un contenido de acido siélico disminuido.

Los solicitantes han encontrado sorprendentemente que la rhCG producida por los métodos de acuerdo con la
invencion puede replicar o imitar mas estrechamente el perfil fisicoquimico y farmacocinético del producto urinario
humano natural que otros productos recombinantes. En otras palabras, la rhCG de la invencion puede estar mas cerca
de la hCG “natural”. Esto puede tener ventajas significativas con respecto a la dosificacién, etc. Ademas, un producto
mas “natural” o mas “humano” puede ser mas deseable para el paciente, que puede desear que la terapia, aunque en
un sentido artificial, sea lo mas “natural” posible. Puede haber otras ventajas (por ejemplo, ventajas farmacocinéticas)
en un producto de hCG recombinante que tiene una estructura de hidratos de carbono (por ejemplo, glicano) que esta
mas cerca de la hCG natural (por ejemplo, urinaria humana) que otros productos recombinantes.

De este modo, la invencién es un método de produccién de una version recombinante de hCG que posee una mezcla
de acido sidlico 02,3 y 02,6, y por lo tanto se parece mas a la hCG natural. Se espera que el uso de este compuesto
para la estimulacion ovarica controlada, en las técnicas de FIV, y la induccién de la ovulacién produzca una
estimulaciéon mas natural del ovario en comparacion con los productos recombinantes existentes.

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un método de produccion de hCG recombinante (“rhCG” o
“rechCG”) que incluye la sialilacion 02,3 y 02,6, que comprende una etapa de produccion o expresion de la rhCG en
una linea celular Per.C6, en el que la linea celular Per.C6 se ha modificado para sobreexpresar a2,3sialiltransferasa.
La rhCG producida por los métodos de acuerdo con la invencién puede incluir opcionalmente ademas sialilacion a2,8.
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La rhCG producida por los métodos de acuerdo con la invencion puede estar presente como una isoforma unica o
como una mezcla de isoformas.

La rhCG producida por los métodos de acuerdo con la invencién puede tener un contenido de acido sidlico [expresado
en términos de una relacién de moles de acido sidlico a moles de proteina] de 15 mol/mol o mas (Ejemplo 8), por
ejemplo de 15 mol/mol a 25 mol/mol, por ejemplo de 17 mol/mol a 24 mol/mol, por ejemplo de 17,7 mol/mol a 23
mol/mol, por ejemplo de 18 mol/mol a 22 mol/mol, por ejemplo de 19 mol/mol a 21 mol/mol, por ejemplo de 19 mol/mol
a 20 mol/mol.

La rhCG producida por los métodos de acuerdo con la invencién puede tener un 10% o mas de la sialilacion total que
es 02,3-sialilacion. Por ejemplo, 20, 30, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80 0 90% o mas de la sialilacién total puede ser 02,3-
sialilacion. La rhCG puede incluir a2,3-sialilacion en una cantidad que es de 45% a 80% de la sialilacion total, por
ejemplo 50% a 70% de la sialilacion total, por ejemplo 55 a 65% de la sialilacion total. La rhCG puede incluir 02,3-
sialilacion en una cantidad que es de 65 a 85% de la sialilacién total, por ejemplo de 70 a 80% de la sialilacion total,
por ejemplo de 71 a 79% de la sialilacién total. La rhCG producida por los métodos de acuerdo con la invencién puede
tener un 50% o menos de la sialilacion total que es a2,6-sialilacién. Por ejemplo, 45, 40, 30, 20, 10, 5% o menos de la
sialilacion total puede ser a2,6-sialilacion. La rhCG puede incluir a2,6-sialilacion en una cantidad que es de 20-55%
de la sialilacion total, por ejemplo 30-50% de la sialilacion total, por ejemplo 35-45% de la sialilacion total. La rhCG
puede incluir a2,6-sialilacién en una cantidad que es de 15 a 35% de la sialilacion total, por ejemplo de 20 a 30% de
la sialilacién total, por ejemplo de 21 a 29% de la sialilacion total. La rhCG producida por los métodos de acuerdo con
la invencion puede tener un 5% o menos de la sialilacidn total que es 02,8-sialilacién. Por ejemplo, el 2,5% o menos
de la sialilacion total puede ser 02,8-sialilacion. La rhCG puede incluir a2,8-sialilacién en una cantidad que es de 0 a
4% de la sialilacion total, por ejemplo 0,1 a 4% de la sialilacién total, por ejemplo de 0,5 a 3% de la sialilacion total, por
ejemplo de 0,5 a 2,5% de la sialilacion total. La rhCG de la invencion puede no tener a2,8-sialilacion. Por sialilacion
se entiende la cantidad de restos sidlicos presentes en las estructuras de hidratos de carbono de hCG. a2,3-sialilacion
significa sialilacion en la posicion 2,3 (como es bien sabido en la técnica), y 02,6 sialilacién en la posicion 2,6 (también
conocida en la técnica). Asi, “% de la sialilacion total puede ser a 2,3 sialilacion” se refiere al % del nimero total de
restos de &cido sidlico presentes en la hCG que estan sialilados en la posicion 2,3. La expresion “% de la sialilacion
total que es 02,6-sialilacion” se refiere al % del numero total de restos de acido sidlico presentes en la hCG que estan
sialilados en la posicion 2,6.

La rhCG producida por los métodos de acuerdo con la invencion puede tener un contenido de acido sidlico (cantidad
de sialilacion por molécula de hCG) de (basado en la masa de proteina, en lugar de la masa de proteina mas hidrato
de carbono) de 6% o0 mayor (por ejemplo, entre 6% y 15%, por ejemplo entre 7% y 13%, por ejemplo entre 8% y 12%,
por ejemplo entre 11% y 15%, por ejemplo entre 12% y 14%) en masa.

La hCG recombinante expresada en células de ovario de hamster chino (CHO) incluye exclusivamente la sialilacion a
2,3.

La rhCG de la invencién se produce o expresa en una linea celular humana. Esto puede simplificar (y hacer mas
eficiente) el método de produccion, debido a que la manipulacion y el control de, por ejemplo, el medio de crecimiento
celular para retener la sialilacion puede ser menos critico que con los procesos conocidos. El método también puede
ser mas eficiente debido a que hay menos rhCG baésica producida que en la produccion de productos de rhCG
conocidos; se produce mas rhCG &cida, y la separacion/eliminacion de hCG basica es menos problematica. La rhCG
se produce o expresa en una linea celular Per.C6 modificada para sobreexpresar a2,3-sialiltransferasa. La rhCG
puede incluir &cidos sialicos enlazados 02,6 (sialilacion a2,6) proporcionados por la actividad de la sialiliransferasa
enddgena [de la linea celular]. Alternativa o adicionalmente, la linea celular puede modificarse usando 02,6-
sialiltransferasa.

La estructura de rhCG (producida por los métodos de acuerdo con la invencion) contiene restos de glicano. La
ramificacion puede ocurrir con el resultado de que el glicano puede tener 1, 2, 3, 4 0 mas restos de azlcar terminales
0 “antenas”, como es bien conocido en la técnica. La rhCG producida por los métodos de acuerdo con la invencién
puede tener glicanos con presencia de sialilacién en estructuras mono-antenarias y/o di-antenarias y/o tri-antenarias
y/o tetra-antenarias. Preferiblemente, la hCG recombinante producida por métodos de acuerdo con la invencién incluye
estructuras mono(1S), di(2S), tri(3S) y tetra(4S) sialiladas. Preferiblemente, las cantidades relativas de estructuras
sialiladas estan en las siguientes relaciones (1S:2S:35:4S):0,2-1%:35-40%:2,5-7%:0,5-1% (por ejemplo, como se
muestra en el analisis WAX de glicanos cargados, como se establece en el Ejemplo 8 D).

Una composicion farmacéutica puede comprender rhCG producida por métodos de acuerdo con la invencién (por
ejemplo, como se establece anteriormente). La composicién farmacéutica puede comprender ademas FSH y/o LH.

La FSH se puede obtener por cualquier medio conocido en la técnica. La FSH como se usa en el presente documento
incluye FSH derivada de humanos y recombinante. La FSH derivada del ser humano se puede purificar de cualquier
fuente apropiada (por ejemplo, orina) mediante cualquier método conocido en la técnica. La FSH puede ser FSH
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recombinante - por ejemplo expresada en una linea celular humana. Los métodos de expresién y purificacion de FSH
recombinante son bien conocidos en la técnica.

La LH se puede obtener por cualquier medio conocido en la técnica. LH, como se usa en este documento, incluye LH
derivada de seres humanos y recombinante. La LH derivada del ser humano se puede purificar de cualquier fuente
apropiada (por ejemplo, orina) mediante cualquier método conocido en la técnica. Los métodos para expresar y
purificar LH recombinante son conocidos en la técnica.

La composicion farmacéutica puede ser para el tratamiento de infertilidad, por ejemplo para uso en, por ejemplo,
tecnologias de reproduccion asistida (ART), induccion de la ovulacion o inseminacion intrauterina (IUl). La composicion
farmacéutica puede usarse, por ejemplo, en indicaciones médicas en las que se usan preparaciones de hCG
conocidas. La composicion farmacéutica se puede formular en composiciones bien conocidas para cualquier via de
administracion de farmacos, por ejemplo oral, rectal, parenteral, transdérmica (por ejemplo, tecnologia de parche),
intravenosa, intramuscular, subcutanea, intraesternal, intravaginal, intraperitoneal, local (polvos, unglientos o gotas),
0 como una pulverizacion bucal o nasal. Una composicién tipica comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable,
tal como una disolucién acuosa, excipientes no toxicos, que incluyen sales y conservantes, amortiguadores, y
similares, como se describe en Remington’s Pharmaceutical Sciences decimoquinta edicién (Matt Publishing
Company, 1975), en las paginas 1405 a 1412 y 1461 - 87, y national formulary XIV decimocuarta edicién (American
Pharmaceutical Association, 1975), entre otros.

Los ejemplos de vehiculos, 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 las mismas, aceites vegetales (tal como el aceite de oliva), y ésteres organicos inyectables
tales como el oleato de etilo.

Las composiciones también pueden contener aditivos tales como, pero no se limitan a, conservantes, agentes
humectantes, agentes emulsionantes, y agentes dispersantes. Se pueden incluir agentes antibacterianos y
antifingicos para prevenir el crecimiento de microbios, e incluyen, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido
sorbico, y similares. Ademas, puede ser deseable incluir agentes isotonicos tales como azucares, cloruro de sodio, y
similares.

En algunos casos, para efectuar una acciéon prolongada, es deseable ralentizar la absorcion de hCG (y otros
ingredientes activos, si estan presentes) de la inyeccion subcutanea o intramuscular. Esto se puede lograr mediante
el uso de una suspension liquida de material cristalino o amorfo con poca solubilidad en agua. La velocidad de
absorcion de hCG depende entonces de su velocidad de disolucion, que, a su vez, puede depender del tamafo del
cristal y la forma cristalina. Alternativamente, la absorcion retardada de una forma de combinacion de hCG
administrada parenteralmente se logra disolviendo o suspendiendo la combinaciéon de hCG en un vehiculo oleoso.

Las formas de deposito inyectables pueden prepararse formando matrices de microcapsulas de la hCG (y otros
agentes, si estan presentes) en polimeros biodegradables tales como polilactida-poliglicolida. Dependiendo de la
relacién de hCG a polimero y de la naturaleza del polimero particular empleado, se puede controlar la velocidad de
liberacion de hCG. Los ejemplos de otros polimeros biodegradables incluyen polivinilpirrolidona, poli(ortoésteres),
poli(anhidridos), etc. Las formulaciones inyectables de depdsito también se preparan atrapando la hCG en liposomas
0 microemulsiones que son compatibles con los tejidos corporales.

Las formulaciones inyectables se pueden esterilizar, por ejemplo, mediante filtracion a través de un filtro de retencion
bacteriana, o incorporando agentes esterilizantes en forma de composiciones sélidas estériles que se pueden disolver
o dispersar en agua estéril u otro medio inyectable estéril justo antes de su uso. Las formulaciones inyectables se
pueden suministrar en cualquier recipiente adecuado, por ejemplo vial, jeringa precargada, cartuchos de inyeccién, y
similares.

Las formulaciones inyectables se pueden suministrar como un producto que tiene composiciones farmacéuticas que
contienen hCG (opcionalmente con FSH, LH, etc.). Si hay mas de un ingrediente activo (es decir, hCG y, por ejemplo,
FSH o LH), éstos pueden ser adecuados para la administracién por separado o en conjunto. Si se administran por
separado, la administracion puede ser secuencial. El producto se puede suministrar en cualquier envase apropiado.
Por ejemplo, un producto puede contener varias jeringas precargadas que contienen hCG, FSH, o una combinacién
de FSH y hCG, las jeringas envasadas en un envase de blister u otro medio para mantener la esterilidad. Un producto
puede contener opcionalmente instrucciones para usar las formulaciones de hCG y FSH.

El pH y la concentracién exacta de los diversos componentes de la composicion farmacéutica se ajustan de acuerdo
con la préactica habitual en este campo. Véase GOODMAN y GILMAN's THE PHARMACOLOGICAL BASIS FOR
THERAPEUTICES, 72 ed. En una realizacién preferida, las composiciones de la invencién se suministran como
composiciones para administracién parenteral. Los métodos generales para la preparacion de las formulaciones
parenterales se conocen en la técnica, y se describen en REMINGTON; THE SCIENCE AND PRACTICE OF
PHARMACY, mas arriba, en las paginas 780-820. Las composiciones parenterales se pueden suministrar en
formulacion liquida o como un sélido que se mezclara con un medio inyectable estéril justo antes de la administracion.
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En una realizacion especialmente preferida, las composiciones parenterales se suministran en forma de unidad de
dosificacién para facilidad de administracion y uniformidad de dosificacion.

Descripcién 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 plasmidico del vector de expresién de phCGalfa/beta;
la Figura 2 muestra el vector de expresion de a2,3-sialiliransferasa (ST3GAL4);
la Figura 3 muestra el vector de expresiéon de a2,6-sialiltransferasa (ST6GAL1);

la Figura 4 muestra la deteccion de isoformas de rhCG en preparaciones de hCG recombinantes derivadas de la
linea celular humana segun la invencién (pistas 3, 4) por IEF tefiido con azul de Coomassie, en comparacion con
las preparaciones de la técnica anterior (pistas 1, 2);

la Figura 5 muestra los indices de depuracion metabdlica (MCRs) de muestras de hCG derivadas de Per.C6
manipuladas mediante a2,3-sialitransferasa; y

la Figura 6 muestra los MCRs a largo plazo de las muestras de rhCG derivadas de Per.C6 manipuladas mediante
a2,3 sialiltransferasa.

Seleccion de secuencias
hCG humana

La regién codificante del gen para el polipéptido de hCG alfa se utilizd de acuerdo con Fiddes y Goodman (1979). La
secuencia esta almacenada como AH007338, y en el momento de la construccion no habia otras variantes de esta
secuencia proteica. La secuencia se denomina aqui como SEQ ID 1.

La regién codificante del gen para el polipéptido de hCG beta se usé de acuerdo con Fiddes y Goodman (1980). La
secuencia esta almacenada como NP_000728, y es consistente con las secuencias proteicas de CGbeta3, CGbeta5
y CGbeta7. La secuencia se denomina aqui como SEQ ID 2.

Sialiltransferasa

02,3-sialiltransferasa - la regién codificante del gen para beta-galactésido alfa-2,3-sialiltransferasa 4 (02,3-
sialiltransferasa, ST3GAL4) se utilizé de acuerdo con Kitagawa y Paulson (1994). La secuencia esta almacenada como
L23767, y se denomina aqui como SEQ ID 3.

02,6-sialiltransferasa - la region codificante del gen para la beta-galactosamida alfa-2,6-sialiltransferasa 1 (02,6-
sialiltransferasa, ST6GAL1) se utilizé de acuerdo con Grundmann et al. (1990). La secuencia esta almacenada como
NM_003032, y se denomina aqui como SEQ ID 4.

EJEMPLOS
Ejemplo 1 Construccion del vector de expresion de hCG

La secuencia codificante del polipéptido de hCG alfa (AH007338, SEQ ID 1) y del polipéptido de hCG beta
(NP_000728, SEQ ID 2) se amplificaron 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’

El ADN de hCG beta amplificado resultante se digirié con las enzimas de restriccién Ascl y Hpal, y se insertd en los
sitios Ascl y Hpal en el vector de expresion de mamifero dirigido por CMV que porta un marcador de seleccién de
neomicina. De manera similar, el ADN de hCG alfa se digirié6 con BamHI y Nhel, y se insert6 en los sitios BamHI y
Nhel en el vector de expresion que ya contenia el ADN del polipéptido de hCG beta.

El ADN vectorial se us6 para transformar la cepa DH5a de E. coli. Se seleccionaron las colonias para la amplificacion
y, del nimero que incluia el vector que contenia tanto hCG alfa como beta, se seleccionaron veinte para la
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secuenciacion. Todas las colonias seleccionadas para la secuenciacion contenian las secuencias correctas de
acuerdo con la SEQ ID 1 y la SEQ ID 2. Se seleccioné phCG A+B plasmidica para la transfeccién (Figura 1).

Ejemplo 2 Construccion del vector de expresion ST3

La secuencia codificante de beta-galactésido alfa-2,3-sialiltransferasa 4 (ST3, L23767, SEQ ID 3) se amplifico
mediante PCR usando la combinacién de cebadores 2,3STfw y 2,3STrev.

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

El ADN de ST3 amplificado resultante se digirié con las enzimas de restriccion BamH| y Aflll, y se insert6 en los sitios
BamHl y Aflll en el vector de expresién de mamifero dirigido por CMV que portaba un marcador de resistencia a la
higromicina. El vector se amplific6 como se describié y secuencié previamente. El clon pST3#1 (Figura 2) contenia la
secuencia correcta de acuerdo con la SEC ID 3, y se seleccion6 para la transfeccion.

Ejemplo 3 Construccion del vector de expresion ST6

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

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

El ADN de ST6 amplificado resultante se digirié con las enzimas de restriccion BamH| y Affll, y se insert6 en los sitios
BamHl y Aflll en el vector de expresién de mamifero dirigido por CMV que portaba un marcador de resistencia a la
higromicina. El vector se amplific6 como se describié y secuenci6 previamente. El clon pST6#11 (Figura 3) contenia
la secuencia correcta de acuerdo con la SEC ID 4 y se selecciond para la transfeccion.

Ejemplo 4 Expresion estable de phCG A+B en células PER.C6. Aislamiento de la transfeccion y cribado de
clones.

Los clones de Per.C6 que producen hCG se generaron expresando ambas cadenas de polipéptidos de hCG a partir
de un solo plasmido (véase el Ejemplo 1).

Para obtener clones estables, se usé un agente de transfeccion basado en liposomas con el constructo de phCG A+B.
Se seleccionaron clones estables en medio de selecciéon de Per.C6 suplementado con 10% de FCS y que contiene
G418. Tres semanas después de la transfeccion, crecieron los clones resistentes a G418. Se seleccioné un total de
389 clones para el aislamiento. Los clones aislados se cultivaron en medio de seleccién hasta 70-80% de confluencia.
Los sobrenadantes se analizaron para determinar el contenido de proteina de hCG usando un ELISA selectivo de
hCG, y la actividad farmacologica en el receptor de hCG en la linea celular clonada, usando un ensayo de acumulacién
de AMPc. Los clones (118) que expresan proteina funcional se hicieron progresar para la expansién del cultivo en
placas de 24 pocillos, 6 pocillos y matraces T80.

Se iniciaron estudios para determinar la productividad y la calidad del material de 47 clones en matraces T80 para
generar material suficiente. Las células se cultivaron en medios suplementados como se describié previamente,
durante 7 dias, y se recogi6 el sobrenadante. La productividad se determin6 usando el ELISA selectivo de hCG. Se
determiné el perfil isoeléctrico del material (usando el método descrito en el Ejemplo 6). La informacién del IEF se
utilizé para seleccionar clones para el andlisis del indice de depuraciéon metabdlica. Se seleccionaron clones con
suficiente productividad y calidad para la ingenieria mediante sialiltransferasa.

Ejemplo 5a El nivel de sialilacion aumenta en las células que sobreexpresan a2,3-sialiltransferasa. Expresion
estable de pST3 en células PER.C6 que expresan hCG; aislamiento de la transfeccion y cribado de clones.

Los clones de Per.C6 que producen hCG altamente sialilada se generaron expresando a2,3 sialiltransferasa a partir
de plasmidos separados (véase el Ejemplo 2) en células Per.C6 que ya expresan ambas cadenas polipeptidicas de
hCG (véase el Ejemplo 4). Los clones producidos a partir de células PER.C6® como se expone en el Ejemplo 4 se
seleccionaron por sus caracteristicas que incluyen productividad, buen perfil de crecimiento, produccion de proteina
funcional, y produjeron hCG que incluia algo de sialilacién.

Se generaron clones estables como se describié previamente en el Ejemplo 4. Los clones del programa de 02,3-
sialiltransferasa se aislaron, se expandieron y se analizaron. El numero final de clones para el estudio de 02,3 fue
cinco. Los clones de a2,3-sialiltransferasa se adaptaron a medios libres de suero y condiciones de suspension.

Como antes, los clones se ensayaron usando un ELISA selectivo de hCG, respuesta funcional en una linea celular de
receptor de hCG, IEF (Ejemplo 6). También se evaluaron para determinar el indice de depuracién metabdlica (Ejemplo
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9) y el Bioensayo de hCG de USP (Ejemplo 10). Los resultados se compararon con una hCG recombinante disponible
comercialmente (Ovitrelle, Serono) y la hCG parental de lineas celulares Per.C6. En los Ejemplos y Figuras se
muestran muestras representativas.

En conclusion, la expresién de hCG junto con o02,3-sialiltransferasa en células Per.C6 da como resultado niveles
aumentados de hCG sialilada en comparacién con las células que expresan hCG solamente.

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

El heterodimero alfa beta producido anteriormente (Ejemplo 4) tenia un bajo nivel de sialilacién que daba como
resultado un perfil de IEF muy basico. Como se indic6 anteriormente (Ejemplo 5a), la expresion de hCG junto con
02,3-sialiltransferasa en las células Per.C6 da como resultado niveles aumentados de hCG sialilada, en comparacion
con las células que expresan hCG solamente.

Se llevé a cabo 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 un formato de cultivo celular en suspension. Las lineas celulares
se generaron co-transfectando el vector hCG (alfa/beta dual, Ejemplo 1) y el vector que codifica la a2,3-sialiltransferasa
(Ejemplo 2), en condiciones libres de suero. Los clones producidos a partir de células PER.C6® se seleccionaron por
sus caracteristicas que incluyen productividad, buen perfil de crecimiento, produccién de proteina funcional, y
produjeron hCG que incluia algo de sialilacidn. Los clones se aislaron, se expandieron y se analizaron.

Como antes, los clones se analizaron usando un ELISA selectivo de hCG, respuesta funcional en una linea celular de
receptor de hCG, IEF (Ejemplo 6). También se evaluaron para determinar el indice de depuracién metabdlica (Ejemplo
9) y el Bioensayo de hCG de USP (Ejemplo 10). Los resultados se compararon con una hCG recombinante disponible
comercialmente (Ovitrelle, Serono) y la hCG parental de lineas celulares Per.C6. En los Ejemplos y Figuras (véanse
los Ejemplos 6, 9, 10, las Figuras 4 y 5) se muestran muestras representativas. La hCG recombinante producida por
los clones (es decir, la hCG recombinante producida por los métodos de acuerdo con la invencion) ha mejorado
significativamente la sialilacion (es decir, en promedio, mas isoformas de hCG con un alto niumero de &cidos sidlicos),
en comparacion con la hCG expresada sin a2,3-sialiltransferasa y con Ovitrelle (véanse los Ejemplos 6 y 8, Fig. 4).

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

La electroforesis se define como el transporte de moléculas cargadas a través de un disolvente por un campo eléctrico.
La movilidad de una molécula biolégica a través de un campo eléctrico dependera de la intensidad del campo, la carga
neta de 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 enfoque isoeléctrico (IEF) es una técnica electroforética para la separacion de proteinas en funcion de su pl. El pl
es el pH al que una proteina no tiene carga neta y no migrara en un campo eléctrico. El contenido de &cido sidlico de
las isoformas de hCG altera sutilmente el punto pl para cada isoforma, que puede explotarse usando esta técnica para
visualizar las isoformas de hCG de Per.C6 para cada clon.

Los puntos isoeléctricos de las isoformas de hCG producidas por Per.C6 en sobrenadantes de cultivo celular se
analizaron usando enfoque isoeléctrico. Los medios de cultivo celular de clones de hCG de Per.C6 se produjeron
como se describe en el Ejemplo 4, 5a y 5b.

Las muestras de hCG de Per.C6 se separaron en geles Novex® IEF que contenian poliacrilamida al 5% en condiciones
nativas en un gradiente de pH 3,0 — 7,0 en una disoluciéon de anfolito pH 3,0 — 7,0. Las proteinas se visualizaron
usando tinciéon con Azul de Coomassie, usando métodos bien conocidos en la técnica.

La Figura 4 muestra la deteccion de isoformas de rhCG por IEF tefidas con Azul de Coomassie en composiciones de
acuerdo con la invencion (Pista 3, 10 pg, y Pista 4, 15 pg) y la composicion derivada de CHO de la técnica anterior,
Ovitrelle (Pista 1, Ovitrelle, 10 pg, y Pista 2, Ovitrelle, 15 pg). Las bandas representan isoformas de hCG que contienen
diferentes nimeros de moléculas de acido sidlico. Usando este método, se identificaron clones que producen
isoformas de hCG con un mayor niumero de moléculas de acido sidlico. La Figura 4 indica que las hCG recombinantes
derivadas de la linea celular humana disefiadas con a2,3-sialiltransferasa (composiciones producidas por métodos de
acuerdo con la invencion) tienen un perfil mas acido que Ovitrelle.

Ejemplo 7 Analisis de los enlaces de acido sialico de hCG de Per.C6

Los glicoconjugados se analizaron usando un método de diferenciacion de glicanos basado en lectina. Con este
método se pueden caracterizar las glicoproteinas y los glicoconjugados unidos a la nitrocelulosa. Las lectinas
reconocen selectivamente un resto particular, por ejemplo acido sidlico enlazado mediante 02,3. Las lectinas aplicadas
se conjugan con el hapteno esteroideo digoxigenina, que permite la deteccion inmunolégica de las lectinas unidas.
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La hCG de Per.C6 purificada procedente de un clon parental (sin sialiltransferasa adicional) y un clon modificado con
02,3-sialiltransferasa se separaron usando técnicas de SDS-PAGE estandar. Se us6 como patron una hCG
recombinante disponible comercialmente (Ovitrelle, Serono).

El 4cido sialico se analizd 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
sidlico enlazado terminalmente (2-6). Las reacciones positivas con aglutinina Il de Maackia amurensis (MAA) indicaron
acido sialico enlazado terminalmente (a2-3).

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

En conclusion, la manipulacion de células Per.C6 hCG con a2,3-sialiltransferasa aumentdé con éxito el nimero de
moléculas de acido sialico conjugadas con la hCG recombinante en la muestra.

Ejemplos 8A y 8B Cuantificacion del acido sialico total

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

Ejemplo 8A

El contenido de &cido sidlico total de hCG recombinante de Per.C6 modificada con a2,3-sialiltransferasa (por ejemplo,
Ejemplo 5a, Ejemplo 5b) se midid y se encontrd que era mayor que 15 mol/mol, [expresado en términos de una relacion
de moles de &cido sialico a moles de proteina], por ejemplo mayor que 18 mol/mol, por ejemplo 19,1 mol/mol. Esto se
puede comparar con Ovitrelle, que tiene un contenido de &cido sialico total de 17,6 mol/mol.

Ejemplo 8B

El contenido de acido sialico total de hCG recombinante de Per.C6 modificada con a2,3-sialiltransferasa 080019-19
(preparada mediante los métodos del Ejemplo 5b anterior) se midi6 y se encontré que era 20 mol/mol, [expresada en
términos de una relacion de moles de acido sialico a moles de proteina). Nuevamente, esto se puede comparar
favorablemente con Ovitrelle, que tiene un contenido de &cido sialico total de 17,6 mol/mol. Este Ejemplo (080019-19)
se ensayo0 para cuantificar las cantidades relativas de &cido sidlico 02,3 y 02,6 (Ejemplo 8C).

Ejemplo 8C - Cuantificacion de cantidades relativas de acido sialico a2,3 y 02,6

Las cantidades porcentuales relativas de acido sialico a2,3 y 02,6 en rhCG purificada [Ejemplo (080019-19), y otros
dos Ejemplos preparados por los métodos del Ejemplo 5] se midieron usando técnicas conocidas - HPLC con fase
normal (NP).

Para cuantificar el acido sialico alfa 2,3 y 2,6 en los glicanos enlazados mediante O, se llevé a cabo el siguiente
analisis. Los glicanos enlazados mediante O se escindieron de la muestra de hCG usando un kit de liberacion de
glicano Orela, y se separaron en NP-HPLC. Las muestras de los glicanos extraidos, reunidos (extraidos como
anteriormente), se digirieron con diferentes sialidasas para determinar los enlaces. Esta degradacion enzimatica de
los glicanos se realizd usando alfa 2-3,6,8 sialidasa y alfa 2-3, sialidasa. Los glicanos digeridos enzimaticamente se
volvieron a separar entonces en la columna de NP, y los O-glicanos se identificaron en la NP-HPLC usando patrones
preparados. Se calcularon los porcentajes relativos, y se muestran en la siguiente tabla (SA = acido sialico).

Estructura % SA

080019-19 09PD-84-04 09PD84-006-3
a2,3SA 59 63 63
a2,6SA 41 37 37

Se encontr6 que los porcentajes relativos estaban en los intervalos 55% - 65% (por ejemplo, 59%) para la sialilacion
02,3; y 35 a 45% (por ejemplo, 41%) para la sialilacion 02,6.
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Ejemplo 8D Cuantificacion de cantidades relativas de estructuras sialiladas mono-, di-, tri- y tetra-antenarias

Las cantidades porcentuales relativas de estructuras mono-, di-, tri- y tetra-sialiladas en glicanos extraidos de rhCG
purificada (las tres muestras usadas en el Ejemplo 8C) se midieron usando técnicas conocidas.

Cada muestra de rhCG se inmovilizé (bloque de gel), se lavé, se redujo, se alquil6 y se digirié con PNGasa F durante
la noche. Los N-glicanos se extrajeron entonces y se procesaron. Los N-glicanos para los analisis de NP-HPLC y
WAX-HPLC se marcaron con el fluor6foro 2AB como se detalla en Royle et al.

La HPLC de intercambio aniénico débil (WAX) para separar los N-glicanos mediante carga (Ejemplo 8C) se llevé a
cabo como se establece en Royle et al, con un patrén de N-glicano de fetuina como referencia. Los glicanos se
eluyeron de acuerdo con el nimero de &cidos sidlicos que contenian. Todas las muestras incluyeron estructuras
mono(1S), di(2S), tri(3S) y tetra (4S) sialiladas.

Un ejemplo preferido, 080019-19, incluy6 estructuras mono(1S), di(2S), tri(3S) y tetra(4S) sialiladas.
Ejemplo 9 Determinacion de los indices de depuracion metabdlica de rhCG

Para determinar el indice de depuracién metabodlica (MCR) de muestras de hCG de Per.C6 modificadas usando a2,3-
sialiltransferasa (por ejemplo, Ejemplo 5a, 5b), se inyectaron a ratas hembra conscientes (3 animales por clon) en la
vena de la cola en el momento cero con un bolo de rhCG (1 - 10 pg/rata, basado en la cuantificacion ELISA de
muestras, DRG EIA 1288). Se tomaron muestras de sangre (400 pl) de la puntadelacolaalas 1,2, 4, 8,12,24y 32
horas después de la inyeccién de la muestra de ensayo. El suero se recogié por centrifugacién y se analiz6 el contenido
de hCG por ELISA (DRG EIA 1288). EI MCR de las muestras de hCG de Per.C6 modificadas usando a2,3-
sialiltransferasa mostrd que la vida media era similar al patrén (Figura 5). La Figura 6 muestra que otras muestras de
hCG modificadas usando a2,3-sialiltransferasa pueden haber mejorado la vida media en comparacién con el patrén
(Figura 6).

Ejemplo 10 - Bioensayo de hCG segun USP

Se llevo a cabo un bioensayo de hCG para analizar la actividad especifica de hCG. La actividad se midi6 de acuerdo
con USP (USP Monographs: Chorionic Gonadotropin, USPC Official 8/1/09-11/30/09), usando Ovitrelle como patrén.
Ovitrelle tiene una actividad biol6gica de 26.000 Ul/mg (Curr Med Res Opin. 2005 Dec; 21(12): 1969 - 76). El limite de
aceptacion fue >21.000 Ul de hCG/mg. La actividad biolégica para una muestra de hCG recombinante de hCG
derivada de la linea celular humana modificada con a2,3-sialiliransferasa (que tiene un contenido de acido sialico de
19,1 mol/mol - véase el Ejemplo 8) fue 27.477 Ul de hCG/mg.

Ejemplo 11 Resumen de produccion y purificacion

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

La hCG recombinante de un clon 02,3 se prepard usando una modificacion del método descrito por Lowry et al. (1976).

Para la produccion de PER.C6-hCG, las lineas celulares se adaptaron a un medio sin suero, es decir, Excell 525 (JRH
Biosciences). Las células se cultivaron primero para formar una monocapa confluente al 70%-90% en un matraz de
cultivo T80. En la pasada, las células se resuspendieron en el medio sin suero, Excell 525 + 4 mM de L-glutamina,
hasta una densidad celular de 0,3x10° células/ml. Se colocd una suspensién celular de 25 ml en un matraz agitador
de 250 ml, y se agitd a 100 rpm a 37°C en 5% de COz. Después de alcanzar una densidad celular de >1x108 células/ml,
las células se subcultivaron hasta una densidad celular de 0,2 o 0,3x10° células/ml, y se cultivaron adicionalmente en
matraces agitadores a 37°C, 5% de CO2y 100 rpm.

Para la produccion de hCG, las células se transfirieron a un medio de produccion libre de suero, es decir, VPRO (JRH
Biosciences), que apoya el crecimiento de células PER.C6 hasta densidades celulares muy altas (generalmente >107
células/ml en un cultivo por lotes). Las células se cultivaron primero hasta >1x10° células/ml en Excell 525, después
se centrifugaron durante 5 minutos a 1000 rpm, y posteriormente se suspendieron en medio VPRO + 6 mM de L-
glutamina hasta una densidad de 1x108 células/ml. Las células se cultivaron entonces en un matraz agitador durante
7-10 dias a 37°C, 5% de CO2 y 100 rpom. Durante este periodo, las células crecieron hasta una densidad de >107
células/ml. El medio de cultivo se cosechd después de que la viabilidad celular comenzé a disminuir. Las células se
centrifugaron durante 5 minutos a 1000 rpm, y el sobrenadante se us6 para la cuantificacion y purificacion de hCG. La
concentracion de hCG se determiné usando ELISA (DRG EIA 1288).

Posteriormente, la purificacién de hCG se llevé a cabo usando una modificacién del método descrito por Lowry et al.
(1976). Esto se logré mediante cromatografia en celulosa DEAE, filtracion en gel en Sephadex G100, cromatografia
de adsorcion en hidroxiapatita, y electroforesis preparativa en poliacrilamida.

10



ES 2798 258 T3

Durante todos los procedimientos cromatograficos, la presencia de hCG recombinante inmunorreactiva se confirmé
mediante RIA (DRG EIA 1288) e IEF (Ejemplo 6).
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SEQID 1
Polipéptido de gonadotropina coriénica humana alfa
Numero de acceso AH007338

Secuencia nucleotidica de hCG alfa
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1 ATGGATTACT ACAGAAAATA TGCAGCTATC TTTCTGGTCA CATTGTCGGT
GTTTCTGCAT

61 GTTCTCCATT CCGCTCCTGA  TGTGCAGGAT TGCCCAGAAT GCACGCTACAR
GGARAACCCA
121 TTCTTCTCCC  AGCCGGGTGC CCCAATACTT CAGTGCATGG  GCTGCTGCTT
CTCTAGAGCA
181 TATCCCACTC CACTAAGGTC CAAGAAGACG  ATGTIGGTCC  AARAAGAACGT
CACCTCAGAG
241 TCCACTTGCT GTGTAGCTAAR  ATCATATARC AGGGTCACAG  TRATGGGGGG
TTTCAAAGTG
301 GAGAACCACA CGGCGTGCCA CTGCAGTACT TGTTATTATC ACAARATCTTA A

Secuencia proteica de hCG alfa

1 MKTLQFFFLE  CCWEKAICCHNS CELTNITIAI EKEECRFCIS INTTWCAGYC
YTRDLVYKDP

61 ARPKIQKTCT FKELVYETVR ~ VPGCAHHADS  LYTYPVATQC  HCGKCDSDST
DCTVRGLGPS
121 YCSFGEMKE

SEQID 2

Polipéptido de gonadotropina coridnica humana beta
Numero de acceso NP_000728

Secuencia nucleotidica de hCG beta

Secuencia nucleotidica

1 ATGGAGATGT  TCCAGGGGCT  GCTGCIGITG  CTGCTGCTGA  GCATGGGCGG
GACATGGGCA

61 TCCAAGGAGC  CGCTTCGGCC  ACGGTGCCGC  CCCATCAATG CCACCCTGGC
TGTGGAGAAG
121 GAGGGCTGCC  CCGTGTGCAT  CACCGTCAAC  ACCACCATCT  GTGCCGGCTA
CTGCCCCACC
181 ATGACCCGCG  TGCTGCAGGG  GGTCCIGCCG  GCCCTGCCTC AGGTIGGIGTG
CAACTACCGC
241 GATGTGCGCT  TCGAGTCCAT  CCGGCTCCCT  GGCTGCCCGC GCGGCGTGAA
CCCCGTGGTC
301 TCCTACGCCG  TGGCTCTCAG  CTGTCARATGT  GCACTCTGCC  GCCGCAGCAD
CACTGACTGC
361 GGGGGETCCCA AGGACCACCC CTTGACCTGT  GATGACCCCC GCTTCCAGGA
CTCCTCTITCC
421 TCAARAGGCCC  CTCCCCCCAG  CCTTCCRAGT  CCATCCCGAC  TCCCGGGGCC
CTCGGACACC
481 CCGATCCTCC CACAATAA

Secuencia proteica de hCG beta
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1 MEMFQGLLLL LLLSMGGTWA SKEPLRPRCR PINATLAVEK EGCPVCITVN
TTICAGYCPT
61 MTRVLOGVLP ALPQVVCNYR DVRFESIRLP GCPRGVNPVV SYAVALSCQC
ALCRRSTTDC
121 GGPKDHPLTC DDPRFQDSSS SKAPPPSLPS PSRLPGPSDT PILPQ

SEQID 3
Beta-galactésido alfa-2,3-sialiltransferasa 4
Numero de acceso L23767

Secuencia nucleotidica de ST3GAL4

1 ATGTGTCCTG  CAGGCTGGAR  GCTCCTGGCC  ATGTTGGCTC TGGTCCTGGT
CGTCATGGTG
61 TGGTATTCCA  TCTCCCGGGA  AGACAGGTAC ATCGAGCTTIT TTTATTTTCC

CATCCCAGAG
121  AAGAAGGAGC  CGTGCCTCCA  GGGTGAGGCA  GAGAGCRAGG  CCTCTAAGCT
CTTTGGCARC
181 TACTCCCGGG  ATCAGCCCAT  CTTCCTGCGG  CTTGAGGATT  ATTTCIGGGT
CAAGACGCCA

241 TCTGCTTACG  AGCTGCCCTA  TGGGACCAAG  GGGAGTGAGG  ATCTGCTCCT
CCGGGTGCTA

301 GCCATCACCA  GCTCCTCCAT CCCCAAGAAC  ATCCAGAGCC TCAGGTGCCG
CCGCTGIGTG

361 GTCGTGGGGA  ACGGGCACCG  GCTGCGGAAC  AGCTCACTGG  GAGATGCCAT
CARCARAGTAC

421 GATGTGGTCA  TCAGATTGAA  CAATGCCCCA  GTGGCTGGCT  ATGAGGGTGA
CGTGGGCTCC

481 AAGACCACCA  TGCGTCTICTT  CTACCCTGAA  TCTGCCCACT  TCGACCCCAA
AGTAGRAAAC

541 AACCCAGACA  CACTCCTCGT  CCTGGTAGCT TTCAAGGCAA  TGGACTTCCA
CTGGATTGAG

601 ACCATCCTGA  GTGATAAGAR  GCGGGTGCGA  AAGGGTTTCT  GGAAACAGCC
TCCCCTCATC

6ol TGGGATGTCA  ATCCTAAACA  GATTCGGATT CTCRAACCCCT  TCTTICATGGA
GATTGCAGCT

721 GACAARCTGC TGAGCCTGCC  AATGCAACAG  CCACGGAAGA  TTAAGCAGAA
GCCCACCACG

781 GGCCTGTTGG  CCATCACGCT GGCCCTCCAC  CTCTGTIGACT  TGGTIGCACAT
TGCCGGCTTT

841 GGCTACCCAG  ACGCCTACAR  CAAGAAGCAG  ACCATTCACT  ACTATGAGCA
GATCACGCIC

801 AAGTCCATGG  CGGGGTCAGG  CCATAATGTC  TCCCAAGAGG  CCCTGGCCAT
TAAGCGGATG

261 CTGGAGATGG GAGCTATCAA GAACCTCACG TCCTTCTGA

Secuencia proteica de ST3GAL4
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1 MCPAGWKLLA
ESKASKLFGN

61 YSRDQPIFLR
IQSLRCRRCY
121 VVGNGHRLRN
SAHFDPEVEN
181 NPDTLLVLVA
LNPFFMEIAA
241

TIHYYEQITL

DELLSLEMQ®

MLALVLVVMY

LEDYFWVKTP

SSLGDAINKY

FEKAMDFHWIE

PREIKQKPTT

WYSISREDRY

SAYELPYGTK

DVVIRLNNAP

TILSDKERVR

GLLAITLALH

ES 2798 258 T3

IELFYFPIPE

GSEDLLLRVL

VAGYEGDVGS

KGFWKQPPLI

LCDLVHIAGE

301 KSMAGSGHNMV SQEALATKRM LEMGAIKNLT SF

SEQID 4

Beta-galactosamida alfa-2,6-sialiltransferasa 1

Numero de acceso NM_003032

Secuencia nucleotidica de ST6GAL1

1
51
121
181
241
301
361
421
481
541
601
651
721
781
841
901
951
1021
1081
1141
1201
Op-

ATGATTCACA
GCAGTCATCT
CARAACCAAGG
CAGTCTGTAT
CTCAGAGGCC
TCTTCCRARA
AACTACAANG
CGCTGCCACC
ARTRCCTCTG
TGGGGCAGGT
GRARTCGATG
CRAGATGTGG
AAGCGCTTCC
GTATACCACT
TACAAGACTT
CCTTGGGAGC
CCATCCTCTG
TATGAGTICC
GATAGTGCCT
CATCTCAACC
TTCCGGACCA

CCAACCTGARA
GTGTGTGGRA
AATTCCAGGT
CCTCAAGCAG
TAGCCAAGGC
ACCTTATCCC
TGTCCTACAA
TCCGGGACCA
BATGGGAGGG
GTGCTGTTGT
ATCATGACGC
GCRCARRARC
TCRAAGRCRG
CAGATATCCC
ATCGTAAGCT
TATGGGACAT
GGATGCTTGG
TCCCATCCARA
GCACGATGGG
AGGGCACAGA
TTCACTGCTA

Secuencia proteica de ST6GAL1

GAAARAAGTTC
GGAARRAGARG
GITAAAGAGT
CACCCAGGAC
CAAARCCAGAG
TAGGCTGCRA
GGGGCCAGGA
TGTGAATGTA
TTATCTGCCC
GTCGTCAGCG
AGTCCTIGAGG
TACCATTCGC
TTTGTACRAT
AAAGTGGTAC
GCACCCCAAT
TCTTCAAGAA
TATCATCATC
GCGCAAGACT
TGCCTACCAC
TGAGGACATC
A

AGCTGCTGCG
ARAGGGAGTT
CTGGGGARAT
CCCCACAGGG
GCCTCCTTCC
RAGATCTGGR
CCAGGCATCA
TCCATGGTAG
AAGGRGAGCA
GGATCTCTGA
TTTAATGGGG
CTGATGAACT
GRAGGARATCC
CAGAATCCGG
CAGCCCTTTT
ATCTCCCCAG
ATGATGACGC
GACGTGTGCT
CCGCTGCTCT
TACCTGCTTG

14

TCCTGGTCTT
ACTATGATTC
TGGCCATGGG
GCCGCCAGAC
AGGTGTGGAA
AGRATTACCT
AGTTCAGTGC
AGGTCACAGA
TTAGGACCALR
AGTCCTCCCA
CACCCACAGC
CTCAGTTGGT
TRAATTGTATG
ATTATAATTT
BCATCCTCARA
AAGAGATTCA
TGTGTGACCA
ACTACTACCA
ATGAGARGAR
GARMAGCCAC

KEKEPCLOGEA

ATTSSSIPEN

KTTMRLFYPE

WDVNPKQIRI

GYPDAYNEEKQ

TCTTCTGTTT
CTTTAAATTG
GTCTGATTCC
CCTCGGCAGT
CAAGGACAGC
BARAGCATGAAC
AGAGGCCCTG
TTTTCCCTTC
GGCTGGGCCT
BACTAGGCAGA
CAACTTCCRA
TACCACAGAG
GGACCCATCT
CTTTAACAAC
GCCCCAGATG
GCCARAACCCC
GGTGGATATT
GRAGTTCTTC
TTTGGTGAAG
ACTGCCTGGC



10

15

20

1 MIHTNLEKKE
LGKLAMGSDS

61 QSVSSSSTQD
KIWKNYLSMN
121 KYKVSYKGPG
KESIRTKAGP
181
LMNSQLVTTE
241

WGRCAVVSSA

KRFLEDSLYN
QPFYILKPQM

301
DVCYYYQOKFF

PHWELWDILOE

ES 2798 258 T3

SCCVLVFLLF

PHRGRQTLGS

PGIKFSAEAL

GSLKSSQLGR

EGILIVWDPS

ISPEEIQPNP

AVICVWKEKK

LRGLAKAKPE

RCHLRDHVNV

EIDDHDAVLR

VYHSDIFEKWY

PSSGMLGIII

KGSYYDSFKL

ASFQVRWNKDS

SMVEVIDEPF

FNGAPTANEQ

ONPDYNEFNN

MMTLCDQVDI

361 DSACTMGAYH PLLYEKNLVK HLNQGTDEDI YLLGKATLPG FRTIHC

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Ferring international center SA

<120> Preparacion farmacéutica

<130> P/60201.WO01

<150> EP 09252360.4

<151>2009-10-05

<160> 16

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 351
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> SEQ ID 1 Secuencia nucleotidica de hCG alfa

<400> 1
atggattact
gttctccatt
trctectecc
tatcccactc
tccacttget
gagaaccaca
<210>2
<211> 498
<212> ADN

acagaaaata
ccgetectyga
agcegggtrge
cactaaggtc
gtgtagctaa
cggcgtgcca

<213> Secuencia artificial

<220>

tgcagctatc
tgtgcaggat
cccaatactt
caagaagacg
atcatataac

ctgcagtact

tttetggtea
tgcccagaat
cagtgcatgg
atgttggtcc
agggtcacag

tgtrattatc

15

QTKEFQVLKS

SSENLIPRLQ

NTSEWEGYLP

QDVGTETTIR

YKTYRKLHPN

YEFLPSKRKT

cattgtcggt gtttctgcat

gcacgctaca ggaaaaccca

gctgetgett ctctagagca

daaagaacgt cacctcagag

taatgggggge tttcaaagtg

dcaaatctta a

60
120
180
240
300
351
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<223> SEQ ID 2 Secuencia nucleotidica de hCG beta

<400> 2

atggagatgt
tccaaggage
gagggctgee
atgaccecgeg
gatgtgcget
tcctacgecg

gggggtceca
tcaaaggecc

ccgatcctcec
<210> 3
<211>999
<212> ADN

tccaggggct
cgctteggec
ccgtgtgcat
tgctgeagag
tcgagtccat
tggctcteag
aggaccaccc
CTCCCCCCag

Cacaataa

<213> Secuencia artificial

<220>

gctgergrey
acggtgecge
caccgtcaac
ggtcctgecg
ccggeteect
ctgteaatgt
cttgacctgt

ccttecaagt

ctgctgetga
cccatcaatg
accaccatct
gccctgecte
ggetgeeege
gcactetgec
gatgacccec

ccatcccgac

<223> SEQ ID 3 Secuencia nucleotidica de ST3GAL4

<400> 3
atgtgtcctg
tggtattcca
aagaaggagc
tactcceggg
tctgcttacg
gccatcacca
gtcgrgggga
gatgtggtca
aagaccacca
aacccagaca
accatcctga
tgggatgtca
gacaaactgc
ggcctgrigy
ggctacccag
aagtccatgg
ctggagatgg
<210> 4
<211> 1221

<212> ADN

caggctggaa
tctcccggga
cgtgcctecca
atcagcccat
agctgeccta
gerectccat
acgggcaccg
tcagattgaa
tgcgtetett
cactccteget
gtgataagaa
atcctaaaca
tgagcctgcc
ccatcacget
acgectacaa

€ggggtcagg

gagctatcaa

gctcetggee
agacaggtac
gggtgaggca
cttectgegg
tgggaccaag
ccccaagaac
gctgcggaac
caatgcceca
ctaccctgaa
cctggtaget
gcggatgcga
gattcggatt
aatgcaacag
ggcccteeac
caagaagcag
ccataatgtc

gaacctcacg

atgttggcic
atcgagettt
gagagcaagg
cttgaggatt
gggagtgagg
atccagagcec
agctcactyg
gtggctogct
tctgccocact
ttcaaggcaa
aagggtttct
ctcaacccct
ccacggaaga
ctctgtgact
accattcact
tceccaagagg

tccttetga

16

gcatggagcgg
ccaccctgge
gtgccggcta
aggtggtgtg
gcggrgtgaa
gccgcagcac
gcttccagga

tccegggygcc

tggtcctggt
trtattttec
cctctaaget
atttctgggt
atctgctcect
tcaggtygecey
gagatgccat
atgagggtga
tcgaccccaa
tggacttcca
ggaaacagec
tcttcatgga
ttaagcagaa
tggtgeacat
actatgagca

ccctggecat

gacatgggca
tgtggagaag
ctgccccace
caactaccge
ccecegtggtce
cactgactge
ctcctcttec

ctcggacace

cgtcatggty
catcccagag
ctttggcaac
caagacgecca
ccgggtgeta
ccgetygtgtg
caacaagtac
cgtgggctec
agtagaaaac
ctggattgag
tccecteate
gattgcaget
gcccaccacy
TgCcgyette
gatcacgetce

taagcggatg

60
120
180
240
300
360
420
480
498

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
340
900
960
999
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<220>
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<223> SEQ ID 4 Secuencia nucleotidica de ST6GALA1

<400> 4

atgattcaca
gcagtcatct
caaaccaagy
cagrctgtat
ctcagaggcee
tcttccaaaa
aagtacaaag
cgcrgcelace
aatacctctg
1ggggcagge
gaaatcgatg
caagatgtgg
aagcgeticc
gtataccact
tacaagactt
ccttgggage
ccatcctetg
tatgagttcc
gatagtgcct
catctcaacce

ttcecggacca
<210>5
<211>129
<212> PRT

ccaacctgaa
gtgtgtggaa
aattccaggt
cctcaagcag
tagccaagge
accttatcce
tgtcctacaa
tecgggaccea
aatgggaggy
grgctgttgt
atcatgacgc
gcacaaaaac
tcaaagacag
cagatatccc
atcgtaagct
tatgggacat
ggatgcttgg
tcccatecaa
gcacgatggg
agggcacaga

ttcactgcta

<213> Secuencia artificial

<220>

gaaaaagttc
ggaaaagaag
gttaaagagt
cacccaggac
Caaaccagag
taggctgcaa
ggggccagga
tgtgaatgta
ttatctgecec
gtcgtcageg
agtcctgagg
taccattege
tttgtacaat
aaagtggtac
gcaccccaat
tcttcaagaa
tatcatcatc
gcgcaagact
tgcctaccac
tgaggacate

a

<223> Secuencia proteica de hCG alfa

<400> 5

agctgetgcg
aaagggagtt
ctggggaaat
cceccacaggyg
gceteettec
aagatctgga
ccaggcatca
tccatggtag
daggagagca
ggatctctga
tttaatgggg
ctgatgaact
gaaggaatcc
cagaatccgg
cagcectttt
atctccccag
atgatgacgc
gacgtgtgct
ccgetgetet

tacctgettg

17

tcctggtett
actatgattc
tggccatgyg
gcegecagac
aggtgtggaa
agaattacct
agttcagtgc
aggtcacaga
ttaggaccaa
agtcctccca
cacccacagc
ctcagttggt
taattgtatg
attataattt
acatcctcaa
aagagattca
tgtgtgacca
dactactacca
atgagaagaa

gaaaagccac

tcttctgttt
ctttaaattg
gtctgattce
cctecggeagt
caaggacagc
aagcatgaac
agaggcectyg
trttcectte
ggctgggect
actaggcaga
caacttccaa
taccacagag
ggacccatct
ctttaacaac
gccccagatg
gceaaaccce
ggtggatatt
gaagttcttc
tttggtgaag

actgcetgge

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600
660
720
780
8B40
900
960
1020
1080
1140
1200
1221



Met

cys

Glu

Tyr

Ile

65

val

Ala

Thr

Glu

Lys Thr Leu GlIn

cys

Glu

Pro

Thr

val

<210>6

AsSn

Cys

35

Tyr

Lys

Gly

Gln

Arg

<211> 165

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ser
20

Arg
Thr
Thr
Ccys
Ccys
100

Gly

Cys

Phe

Arg

Cys

Ala

85

His

Leu

Phe

Glu

Cys

ASp

Thr

70

His

Cys

Gly

Phe

Leu

Ile

Leu

Phe

His

Gly

Pro

Phe

Thr

ser

40

val

Lys

Ala

Lys

ser
120

<223> Secuencia proteica de hCG beta

<400> 6

ES 2798 258 T3

Leu

AsSn

25

Ile

TYyr

Glu

ASD

Cys

105

Tyr

Phe

10

Ile

Asn

Lys

Leu

ser

90

Asp

Cys

cys

Thr

Thr

ASp

val

75

Leu

Ser

ser

18

Cys

Ile

Thr

Pro

60

Tyr

Tyr

AsSp

phe

Trp

Ala

Trp

45

Ala

Glu

Thr

Ser

Gly

Lys

Ile

30

cys

Arg

Thr

Tyr

Thr

110

Glu

Ala Ile
15

Glu Lys

Ala Gly

Pro Lys

val Arg

20

Pro val
95

Asp Cys

Met LyS



Met

Gly

ASn

val

Leu

65

ASp

Asn

Cys

Thr

Pro

145

Pro

Glu

Thr

Ala

Asn

50

GIn

val

Pro

Arg

Cys

130

Pro

Ile

<210>7

Met

Trp

Thr

Thr

Gly

Arg

val

Arg

115

ASp

Ser

Leu

<211> 332

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Phe

Ala

20

Leu

Thr

val

Phe

val

100

Ser

Asp

Leu

Pro

GIn

Ser

Ala

Ile

Leu

Glu

ser

Thr

Pro

Pro

G1In
165

Gly

Lys

val

Cys

Pro

70

Ser

Tyr

Thr

Arg

Ser
150

Leu

Glu

Glu

Ala

55

Ala

Ile

Ala

Asp

Phe

135

Pro

Leu

Pro

Leu

Arg

val

Cys

120

Gln

ser

<223> Secuencia proteica de ST3GAL4

<400>7
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Leu

Leu

25

Glu

Tyr

Pro

Leu

Ala

105

Gly

Asp

Arg

Leu

10

Arg

Gly

Cys

Gln

Pro

90

Leu

Gly

ser

Leu

Leu

Pro

Cys

Pro

Gly

ser

Pro

ser

Pro
155

19

Leu

Arg

Pro

Thr

60

val

Cys

Cys

Lys

ser

140

Gly

Leu

Cys

val

45

Met

Cys

Pro

Gln

ASp

125

ser

Pro

ser

Arg

30

cys

Thr

ASN

Arg

Cys

110

His

Lys

ser

Met

15

Pro

Ile

Arg

Tyr

Gly

95

Ala

Pro

Ala

Asp

Gly

Ile

Thr

val

Arg

80

val

Leu

Leu

Pro

Thr
160
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Met Cys Pro Ala Gly Trp Lys Leu Leu Ala Met Leu Ala Leu val Leu

1 5 ic 15

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

Leu Phe Tyr Phe Pro Ile Pro Glu LYys Lys Glu Pro Cys Leu GIn Gly

Glu Aga Glu Ser Lys Ala ggr Lys Leu Phe Gly Asn Tyr Ser Arg Asp
5 60

Gin Pro Ile Phe Leu Arg Leu Glu Asp Tyr Phe Trp val Lys Thr Pro
65 70 75 80

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

Leu Arg val Leu Ala Ile Thr Ser Ser Ser Ile Pro Lys Asn Ile Gin
100 105 110

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

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

Arg Leu Asn Asn Ala Pro val Ala 6ly Tyr Glu Gly Asp val Gly Ser
145 150 155 160

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

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

Ala Met Asp Phe His Trp I1e Glu Thr TIle Leu Ser Asp Lys Lys Arg
195 200 205

val arg Lys Gly Phe Trp Lys Gin Pro Pre Leu Ile Trp Asp val Asn
210 215 220

Pro Lys Gin Ile Arg Ile Leu Asn Pro Phe Phe Met Glu Ile Ala Ala
225 230 235 240

ASp Lys Leu Leu Ser Leu Pro Met GIn Gln Pro Arg Lys Ile Lys GIn
245 250 255

Lys Pro Thr Thr Gly Leu Leu Ala Ile Thr Leu Ala Leu His Leu Cys
260 265 270

Asp Leu val His Ile Ala Gly Phe Gly Tyr Pro Asp Ala Tyr Asn Lys
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280

Lys Gln Thr Ile His Tyr Tyr Glu GlIn

2590

295

Gly Ser Gly His Asn val Ser GIn Glu

305

310

Leu Glu Met Gly A;a ITe Lys Asn Leu
325

<210>8

<211> 406

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia proteica de ST6GAL1

<400> 8

Met Ile His Thr Asn Leu
1 5

Phe

Ser

Lys

ser

65

Leu

Asn

Trp

Pro

145

Asn

Leu

Tyr

Ser

50

Ser

Arg

Lys

Lys

Gly

Asp

Thr

Leu

Tyr

35

Leu

Ser

Gly

Asp

Asn

115

Pro

His

Ser

Phe

20

ASp

Gly

Thr

Leu

ser

100

Tyt

Gly

val

Glu

Ala

Sser

Lys

Gln

Ala

85

ser

Leu

Ile

AsSn

Trp

val

pPhe

Leu

ASD

70

LyS

ser

ser

LYs

val

150

Glu

Lys

Ile

Lys

Ala

55

Pro

Ala

Lys

Met

Phe

135

sSer

Gly

Lys Lys

Cys val
25

Leu Gln
40

Met Gly

His Arg

Lys Pro

Asn Leu

105

Asn Lys
120
Ser Ala

Met val

Tyr Leu

Ile

Ala

Thr
130

Phe

10

Trp

Thr

Ser

Gly

Glu

90

Ile

Tyr

Glu

Glu

Pro
170

Thr

Leu

315

ser

ser

Lys

Lys

Asp

Arg

75

aAla

Pro

Lys

Ala

val

155

Lys

21

285

Leu Lys Ser Met Ala

300

Ala Ile Lys Arg Met

Phe

Cys

Glu

Glu

ser

60

GlIn

ser

Arg

val

Leu

140

Thr

Glu

Cys

Lys

Phe

45

G1n

Thr

Phe

Leu

Ser

125

Arg

Asp

ser

val

Lys

Gln

ser

Leu

GIn

GlIn

110

TYFR

Cys

Phe

Ile

Leu

15

Lys

val

val

Gly

val

95

Lys

Lys

His

Pro

Arg
175

320

val

Gly

Leu

Ser

Ser

80

Trp

Gly

Leu

Phe

160
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Lys

Leu

Leu

Thr

225

Lys

Trp

Pro

Pro

Trp

305

Pro

GIn

Cys

Tyr

Gly

385

Phe

Ala Gly Pro Trp

Lys

Arg

210

Lys

Arg

ASp

Asp

Asn

290

Asp

Ser

val

Tyr

His

370

Thr

Arg

<210>9

<211> 39

ser

195

Phe

Thr

Phe

Pro

Tyr

275

Gln

Ile

ser

ASp

Tyr

355

Pro

ASp

Thr

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

180

ser

AsSn

Thr

Leu

Ser

260

Asn

Pro

Leu

Gly

Tle

340

Tyr

Leu

Glu

Ile

Gln

Gly

Ile

Phe

Phe

Gln

Met

325

Tyr

GIn

Leu

ASp

His
405

Gly

Leu

Ala

Arg

230

Asp

Tyr

Phe

Tyr

Glu

310

Leu

Glu

Lys

Tyr

Ile

390

cys

Arg

Gly

Pro

215

Leu

ser

His

Asn

Ile

295

Ile

Gly

Phe

Phe

Glu

375

Tyr

<223> Cebador CGa-fw de PCR

<400>9

Cys

Arg

200

Thr

Met

Leu

ser

AsSn

280

Leu

ser

Ile

Leu

Phe

360

LysS

Leu
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Ala

185

Glu

Ala

Asn

Tyr

265

Tyr

LyS

Fro

Ile

Pro

345

Asp

AsSn

Leu

ccaggatccg ccaccatgga ttactacaga aaaatatgc

val

Ile

Asn

Ser

AsSn

250

Ile

Lys

Pro

Glu

Ile

330

ser

ser

Leu

Gly

val

Asp

Phe

Gln

Glu

Pro

Thr

Gln

Glu

315

Met

Lys

Ala

val

LYS

39

22

Ser

Asp

Gln

220

Leu

Gly

Lys

Tyr

Met

300

Ile

Met

Arg

Cys

ser

His

205

Gln

val

Ile

Trp

Arg

Pro

Gln

Thr

Lys

Thr

365

His

Thr

Ala

190

ASp

Asp

Thr

Leu

Tyr

270

Lys

Trp

Fro

Leu

Thr

350

Met

Leu

Leu

Gly

Ala

val

Thr

Ile

255

Gln

Leu

Glu

AsSn

Ccys

335

Asp

Gly

ASn

Pro

Ser ‘
val
Gly
Glu
240
val
Ash
His
Leu
Pro
320
Asp
val
Ala

Gln

Gly
400
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<210> 10

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador CGa-rev de PCR

<400> 10

ggatggctag cttaagattt gtgataataa c 31
<210> 11

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador CGb-fw de PCR

<400> 11

ccaggcgcgc caccatggag atgttccagg ggetge
<210> 12

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador CGb-rev de PCR

<400> 12

ccgggttaac ttattgtggg aggatcgggg 30
<210> 13

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 2,3STfw de PCR

<400> 13

ccaggatccg ccaccatgtg tcctgcagge tggaage
<210> 14

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

36

37
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<220>

<223> Cebador 2,3STrev de PCR
<400> 14

ttittttctt aagtcagaag gacgtgagagt tcttg
<210> 15

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 2,6STfw de PCR
<400> 15

ccaggatccg ccaccatgat tcacaccaac ctgaag
<210> 16

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 2,6STrev de PCR
<400> 16

tttttttctt aagttagcag tgaatggtce gg 32

36
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REIVINDICACIONES

1. Un método de produccion de hCG recombinante (rhCG) que incluye sialilacién 02,3 y a2,6, que comprende una
etapa de produccion o expresion de la rhCG en una linea celular Per.C6, en el que la linea celular Per.C6 se ha

modificado para sobreexpresar a2,3sialiltransferasa.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la linea celular Per.C6 incluye actividad de sialiltransferasa
endogena.
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Amp /J‘\
/ SV40 p(A)

Fig 1
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Fig 2
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Fig 4

Marcador de pl

ES 2798 258 T3

Leyenda:

Ovitrelle — 15pg.
Ovitrelle — 10p g.
Superdex 75-MP (Ref.08009-15) — 10pg.
Superdex 75-MP (Ref.08009-15) - 15pg.

il ol o
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Fig &

hCG sérica ng/ml/ug(dosis)/kg

(peso corporal de rata)
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~a~QOvidrel (0)
eugpme 1ochCG 1

~+— rechCG 2
rechCG 3

PK IV en rata: rechCG con medio de cultivo libre de suero
y Ovidrel,
(n=2,3, media +/- SD)
1000 = —_
= = 3'"“"“;':‘%__—_ -

== 12¢hCG 4
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Figura 6
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