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DESCRIPCION
FSH recombinante que incluye sialilacién en alfa 2,3 y alfa 2,6

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

Las gonadotropinas son un grupo de hormonas glucoproteicas heterodiméricas que regulan la actividad gonadal
en los machos y las hembras. Incluyen la hormona foliculoestimulante (FSH), la hormona luteinizante (LH) y la
gonadotropina coridnica (CG).

La FSH es secretada naturalmente por el I6bulo anterior de la hipéfisis y funciona soportando el desarrollo folicular
y la ovulacién. La FSH comprende una subunidad alfa de 92 aminoacidos, también comun a las otras hormonas
glucoproteicas LH y CG, y una subunidad beta de 111 aminoacidos Unica para la FSH que confiere la especificidad
bioloégica de la hormona (Pierce y Parsons, 1981). Cada subunidad se modifica traduccionalmente mediante la
adicion de residuos de hidratos de carbono complejos. Ambas subunidades llevan 2 sitios para la unién de glucanos
unidos en N, la subunidad alfa en los aminoacidos 52 y 78 y la subunidad beta en los residuos de aminoacidos 7
y 24 (Rathnam y Saxena, 1975, Saxena y Rathnam, 1976). Por lo tanto, la FSH estd glucosilada en
aproximadamente el 30 % en la masa (Dias y Van Roey. 2001. Fox et al. 2001).

La FSH purificada a partir de orina humana posmenopdausica se ha utilizado durante muchos afios en el tratamiento
de la esterilidad; tanto para promover la ovulacién en la reproduccion natural como para proporcionar ovocitos para
tecnologias de reproduccién asistida. Dos versiones recombinantes de FSH, Gonal-F (Serono) y Puregon
(Organon), estuvieron disponibles a mediados de los afios 90. Estas dos se expresan en células de ovario de
hamster chino (CHO) (Howles, 1996).

Existe una heterogeneidad considerable asociada a los preparados de FSH que se refiere a diferencias en las
cantidades de las diversas isoformas presentes. Las isoformas de FSH individuales presentan secuencias de
aminoacidos idénticas, pero se diferencian en el grado al que se modifican postraduccionalmente; isoformas
particulares se caracterizan por heterogeneidad de las estructuras ramificadas de hidrato de carbono y diferentes
cantidades de incorporacién de acido sidlico (un azucar terminal), ambos de los cuales parecen influir en la
bioactividad de la isoforma especifica.

La glucosilacion de FSH natural es muy compleja. Los glucanos en FSH de hipéfisis de origen natural pueden
contener una amplia variedad de estructuras que pueden incluir combinaciones de glucanos bi-, tri- y tetra-
antenarios (Pierce y Parsons, 1981. Ryan et al., 1987 Baenziger y Green, 1988). Los glucanos pueden llevar
modificaciones adicionales: fucosilacion del nucleo, glucosamina bisecante, cadenas extendidas con acetil-
lactosamina, sialilacién parcial o completa, sialilacién con enlaces 02,3 y a2,6, y galactosamina sulfatada sustituida
por galactosa (Dalpathado et al., 2006). Ademas, existen diferencias entre las distribuciones de las estructuras de
glucanos en los sitios de glucosilacién individuales. Se ha descubierto un nivel comparable de complejidad de
glucanos en FSH derivada del suero de individuos y de la orina de mujeres posmenopausicas (Wide et al., 2007).

La glucosilacién de productos recombinantes de FSH refleja el intervalo de glucosil-transferasas presentes en la
estirpe de células hospedadoras. Los productos de FSHr existentes derivan de células de ovario de hamster chino
(células CHO) manipuladas. El intervalo de modificaciones del glucano en FSHr derivada de CHO es mas limitado
que el encontrado en los productos naturales, derivados de extractos de hipéfisis u orina. Los ejemplos de
heterogeneidad de glucanos reducidos encontrada en la FSHr derivada de CHO incluyen una ausencia de
glucosamina bisecante y un contenido reducido de fucosilacion del nicleo y extensiones de acetil-lactosamina
(Hard et al., 1990). Ademas, las células CHO sélo son capaces de 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 FSH producida
naturalmente, que contiene glucanos con una mezcla de acido sialico unido en a2,3 y a2,6.

Se ha demostrado que un preparado de FSH recombinante (Organon) se diferencia en las cantidades de FSH con
un punto isoeléctrico (pl) inferior a 4 (consideradas las isoformas acidas) cuando se compara con FSH de hipéfisis,
suero u orina posmenopausica (Ulloa-Aguirre et al. 1995). La cantidad de isoformas acidas en los preparados de
orina fue mucho mayor en comparacién con los productos recombinantes, Gonal-f (Serono) y Puregon (Organon)
(Andersen et al. 2004). Esto debe reflejar un menor contenido molar de &cido sialico en la FSHr, puesto que el
contenido de glucano negativamente cargado modificado con sulfato es bajo en FSH. El menor contenido de acido
sialico, en comparacion con FSH natural, es una caracteristica de ambos productos de FSH disponibles
comercialmente y, por lo tanto, debe reflejar una limitacion en el proceso de fabricacion (Bassett y Driebergen,
2005).

Existe un conjunto importante de trabajo cientifico que analiza e intenta explicar las variaciones en la glucosilacién
de FSH entre individuos y los cambios durante el transcurso de un ciclo de ovulacién. Una de las principales
discusiones se refiere a la observacion de que ambos de la concentracién de FSH y el contenido de acido sialico
disminuyen durante la fase preovulatoria del ciclo. La disminucién del contenido de acido siélico da como resultado
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una FSH mas basica que tanto es eliminada mas rapidamente como, al menos in vitro, es mas potente en el
receptor diana (Zambrano et al. 1996). La cuestion sobre la relevancia biolégica de estos cambios y cémo pueden
estar implicados en la seleccion del foliculo dominante sigue sin resolverse (revisado por Ulloa-Aguirre, 2003).

El tiempo de vida circulatorio de FSH se ha documentado para materiales de una variedad de fuentes. Algunos de
estos materiales se han fraccionado basandose en la carga molecular global, caracterizada por su pl, en la que
mas acido equivale a una carga negativa mas alta. Como se ha expuesto anteriormente, el principal contribuyente
a la carga molecular general es el contenido siélico total de cada molécula de FSH. Por ejemplo, la FSHr (Organon)
tiene un contenido de acido sidlico de aproximadamente 8 moles/mol, mientras que la FSH derivada de orina tiene
un contenido de &cido sialico mas elevado (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 donde una muestra
de FSH recombinante se dividié en fracciones de pl alto y bajo, disminuy6 la potencia in vivo de la fraccion de pl
mas alto (menor contenido de &cido sialico) y tuvo una semivida plasmatica mas corta (D'Antonio et al. 1999).
También se ha informado que la FSH mas basica que circula durante las etapas posteriores del ciclo de ovulacién
es debida a la regulacion por disminucién de la a2,3-sialil-transferasa en el I6bulo anterior de la hipéfisis, que es
causada por el aumento de los niveles de estradiol (Damian-Matsumara et al. 1999. Ulloa-Aguirre et al. 2001). No
se han notificado resultados para la a2,6-sialiltransferasa.

El contenido de acido sialico total de FSH y FSHr no es directamente comparable, puesto que los acidos sialicos
se unen comunmente en dos formas. Las FSH hipofisarias/ séricas/ urinarias contienen acido sialico tanto unido
en a2,3 como en a2,6, con una predominancia 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). Esta es otra diferencia
entre los productos recombinantes naturales y los actuales, ademas del menor contenido de acido sialico global
de los ultimos.

Las células CHO se usan cominmente para la produccion de proteinas recombinantes humanas farmacéuticas.
El andlisis estructural ha identificado que el acido sialico se une exclusivamente por un enlace a2,3. (Kagawa et
al., 1988, Takeuchi et al., 1988, Svensson et al., 1990). Muchas glucoproteinas humanas contienen una mezcla de
tanto enlace a2,3 como a2,6. Por lo tanto, las proteinas recombinantes expresadas usando el sistema CHO se
diferenciaran de sus homologos naturales en el tipo de enlaces del &cido sialico terminal. Esto es una consideracion
importante en la produccién de productos biolégicos para uso farmacéutico, puesto que los restos de hidrato de
carbono pueden contribuir a los atributos farmacolégicos de la molécula.

Dickey Richard P et al., Reporoductive Biology and Endocrinology, Biomed Central Ltd, Vol 1, n.2 1, 63, paginas 1
a 8 divulga un preparado de FSH urinario, Bravelle, y un preparado de FSH recombinante derivado de células
CHO, folitropina beta (Follistim). El documento de patente W0O03/035686 divulga el aumento de la acidez de un
preparado de FSH reforzando in vitro (con sialil transferasa) la cantidad de acido sialico en la proteina
recombinante.

Es conveniente tener un producto de FSHr que replique o imite mas estrechamente el perfil fisioquimico y
farmacocinético del producto producido a partir de la orina humana. Es conveniente tener un producto de FSHr
que tenga propiedad o propiedades farmacocinéticas mejoradas en comparacion con el producto recombinante
conocido.

Segun la presente invencion, se proporciona FSH recombinante ("FSHr" o "FSHrec") que incluye sialilacion en
02,3 y 02,6, en donde del 10 % al 30 % de la sialilacion total es sialilacion en a2,6. La FSH recombinante (FSHr)
se puede producir o expresar en una estirpe celular humana.

Los solicitantes han descubierto que el tipo de enlace del acido sialico, a2,3 o a2,6, puede tener una gran influencia
sobre la eliminacién biolégica de FSH. Estirpes celulares humanas, a diferencia de estirpes celulares de CHO,
pueden expresar FSH recombinante con acidos sialicos unidos por tanto enlaces a2,3 como a2,6. En el Ejemplo
4, se produjo una estirpe celular de FSH recombinante que expresé glucanos que contenian FSH con bajos niveles
de &cido sialico tanto unido en a2,3 como en a2,6 (Figura 6). Este material basico, con contenido limitado de acido
sialico (Figura 4), se eliminé muy rapidamente de la circulacién en la rata como era de predecir (Figura 7). La
estirpe celular se sometio entonces a una segunda etapa de manipulacion con la adicion del gen que codificaba la
a2,6-sialil-transferasa (Ejemplo 5). La FSHr resultante se sialilé altamente, mostrando un contenido de acido siélico
y distribucién de pl comparable al de la FSH urinaria (Figura 5). Sin embargo, el material se eliminé muy
rapidamente de la circulacién de las ratas a una tasa comparable al material original que tenia bajo contenido de
acido sidlico (Figura 8). Esto fue una observacion inesperada, puesto que se sabe que una proporcién de acido
sialico en la FSH natural y biolégicamente activa esta unida en a2,6. Se descubrié que la eliminacién de FSHr
sialilada en 02,6 estaba mediada por el receptor de asialoglucoproteina (ASGP) encontrado en el higado (Ejemplo
9). Esto se demostré por el bloqueo transitorio de los receptores de ASGP usando un exceso de otro sustrato para
el receptor. Con el receptor bloqueado por la asialofetuina, se restaur6 la eliminacién esperada para el material
altamente sialilado (Figura 9). Esto se mantuvo durante varias horas hasta que se supero el bloqueo y la FSHr
altamente sialilada unida en a2,6 reanudé su rapida eliminacion.
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La FSH recombinante con una mezcla de acido sialico unido tanto en a2,3 como en a2,6 se produjo manipulando
una estirpe celular humana para expresar tanto FSHr como a2,3-sialiltransferasa (Ejemplo 4 y 5). El producto
expresado es altamente acido y lleva una mezcla de acidos sialicos unidos tanto en a2,3 como en a2,6; los ltimos
proporcionaron la actividad de sialil-transferasa endégena (Figura 6). Esto tiene dos ventajas con respecto a la
FSHr expresada en células CHO convencionales: en primer lugar, el material estd mas altamente sialilado debido
a las actividades combinadas de las dos sialiltransferasas; y en segundo lugar el material se parece mucho a la
FSH natural. Es probable que esto sea biologicamente mas apropiado en comparacién con los productos
recombinantes derivados de células CHO que sélo producen acido sialico unido en 02,3 (Kagawa et al., 1988,
Takeuchi et al., 1988, Svensson et al., 1990) y tienen un contenido de acido siélico reducido (Ulloa-Aguirre et al.
1995., Andersen et al. 2004).

Los solicitantes han descubierto sorprendentemente que la FSHr de la invencién puede replicar o imitar mas
estrechamente el perfil fisioquimico y farmacocinético del producto urinario humano natural que otros productos
recombinantes. En otras palabras, la FSHr de la invencién puede estar mas proxima a la FSH "natural”. Esto puede
tener ventajas significativas referentes a la dosis, etc. Ademas, un producto mas "natural” 0 mas "humano" puede
ser mas deseable para el paciente, que puede desear la terapia, aunque en un sentido artificial, que sea lo mas
"natural" posible. Puede haber otras ventajas (por ejemplo, ventajas farmacocinéticas) en un producto
recombinante que tiene una estructura de hidrato de carbono (por ejemplo, glucano) que es mas préxima a la FSH
natural (por ejemplo, urinaria humana) que otros productos recombinantes.

Por lo tanto, la invencion es una version recombinante de FSH que lleva una mezcla de acido siélico en a2,3 y
02,6y, por lo tanto, se parece mas a la FSH natural. Se espera que el uso de este compuesto para la estimulacion
ovarica controlada, en técnicas de FIV, e induccién de la ovulacién dé como resultado una estimulacién méas natural
del ovario en comparacion con los productos recombinantes existentes.

Segun la presente invencion, se proporciona una FSH recombinante ("FSHr" o "FSHrec") (y/o un preparado de
FSH recombinante) que incluye sialilacién en 02,3 y 02,6, en donde del 10 % al 30 % de la sialilacion total es
sialilacién en a2,6. La FSH recombinante (FSHr) puede producirse o expresarse en una estirpe celular humana.
La FSHr o el preparado de FSHr puede incluir ademas opcionalmente sialilacién en a2,8.

En el presente documento, el término "preparado de FSH recombinante" incluye un preparado para, por ejemplo,
uso farmacéutico que incluye FSH recombinante. En realizaciones de la invencién, la FSHr puede estar presente
como una Unica isoforma o como una mezcla de isoformas.

La FSHr (o preparado de FSHr) segun la invencion puede tener un contenido de acido sialico [expresado en
términos de una relacién entre moles de &cido sialico y moles de proteina] de 6 moles/mol o mayor (Ejemplo 8),
por ejemplo, entre 6 moles/mol y 15 moles/mol, por ejemplo, entre 8 moles/mol y 14 moles/mol, por ejemplo, entre
10 moles/mol y 14 moles/mol, por ejemplo, entre 11 moles/mol y 14 moles/mol, por ejemplo, entre 12 moles/mol y
14 moles/mol, por ejemplo, entre 12 moles/mol y 13 moles/mol. La FSHr de la invencion se puede producir o
expresar en una estirpe celular humana.

La FSHr (o preparado de FSHr) segun la invencioén puede tener que el 70 % o més de la sialilacion total es
sialilacion en a2,3. Por ejemplo, 70, 80 0 90 % o mas de la sialilacién total puede ser sialilacién en a2,3. La FSHr
(o preparado de FSHr) puede incluir sialilacion en a2,3 en una cantidad que es del 70 al 80 % de la sialilacion total,
por ejemplo, del 71 al 79 % de la sialilacién total. La FSHr (o0 preparado de FSHr) de la invencién puede tener 10
a 30 % de la sialilacién total que es sialilacién en a2,6. La FSHr (o preparado de FSHr) puede incluir sialilacion en
02,6 en una cantidad que es del 20 al 30 % de la sialilacién total, por ejemplo, del 21 al 29 % de la sialilacion total.
La FSHr (o preparado de FSHr) de la invencién puede tener 5 % o menos de la sialilacion total que es sialilacion
en a2,8. Por ejemplo, 2,5 % 0 menos de la sialilacion total puede ser sialilacién en a2,8. La FSHr (o preparado de
FSHr) puede incluir sialilacion en a2,8 en una cantidad que es desde el 0,1 hasta el 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 sialilacién
total. Por sialilacién se indica la cantidad de residuos sialicos presentes en las estructuras de hidrato de carbono
de FSH. Sialilacién en a2,3 significa la sialilacion en la posicién 2,3 (como se conoce bien en la técnica) y sialilacion
en a2,6 en la posicioén 2,6 (también bien conocida en la técnica). Asi, "% de sialilacion total puede ser sialilacion
en a2,3" se refiere al % del nimero total de residuos de acido sialico presentes en la FSH que estan sialilados en
la posicion 2,3. El término "% de sialilacion total que es sialilacion en a2,6" se refiere al % del nimero total de
residuos de acido sialico presentes en la FSH que estan sialilados en la posicién 2,6.

La FSHr (o preparado de FSHr) segun la invencion puede tener un contenido de &cido sidlico (cantidad de
sialilacién por molécula de FSH) (basado en la masa de proteina, en vez de la masa de proteina mas hidrato de
carbono) del 6 % o mas (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 FSH recombinante expresada en células de ovario de hamster chino (CHO) incluye exclusivamente sialilacién
en a2,3 (Kagawa et al., 1988, Takeuchi et al. 1988, Svensson et al. 1990).
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La FSHr de la invencién se puede producir o expresar en una estirpe celular humana. Esto puede simplificar (y
hacer mas eficiente) el método de produccién debido a que la manipulacién 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 FSHr basica producida que en la produccion de
productos de FSHr conocidos; se produce FSHr mas acida y la separacion/retirada de FSH basica es menos
problematica. La FSHr se puede producir o expresar en una estirpe celular Per.C6, una estirpe celular derivada de
Per.C6 o una estirpe celular Per.C6 modificada. La estirpe celular se puede modificar usando a2,3-sialiltransferasa.
La estirpe celular se puede modificar usando o2,6-sialiltransferasa. Alternativamente o ademas, la FSHr puede
incluir acidos sialicos unidos en a2,6 (sialilacion en a2,6) proporcionados por la actividad de sialiltransferasa
endogena [de la estirpe celular].

La FSHr se puede producir utilizando a2,3- y/o a2,6-sialiltransferasa. La FSHr se puede producir utilizando a2,3-
sialiltransferasa. La FSHr puede incluir &cidos sialicos con enlace a2,6 (sialilacion a2,6) proporcionados por la
actividad de sialiltransferasa endégena.

La estructura de FSHr contiene restos glucano. La ramificacion puede ocurrir con el resultado de que el glucano
puede tener 1, 2, 3, 4 o mas residuos de azlcar terminales o "antenas", como se conoce bien en la técnica. La
FSHr de la invencion puede tener glucanos con presencia de sialilacién en estructuras mono-antenarias y/o di-
antenarias y/o tri-antenarias y/o tetra-antenarias. La FSHr puede incluir preferentemente estructuras de glucano
mono-sialilado, di-sialilado, tri-sialilado y tetra-sialilado con cantidades relativas del siguiente modo: 9 - 15 % de
mono-sialilado; 27 - 30 % de di-sialilado; 30 - 36 % de tri-sialilado y 25 - 29 % de tetra-sialilado (por ejemplo, como
se muestra por el analisis WAX de glucanos cargados, como se explica en el Ejemplo 8 c).

Segun la presente invencion, en un aspecto se proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende
FSHr que incluye sialilacion en a2,3 y sialilacién en a2,6 como se expone anteriormente. La composicién
farmacéutica puede comprender ademas CGh y/o LH.

La CGh se puede obtener mediante cualquier medio conocido en la técnica. La CGh, como se usa en el presente
documento, incluye CGh derivada de humano y recombinante. La CGh derivada de humano se puede purificar de
cualquier fuente apropiada (por ejemplo, orina y placenta) por cualquier método conocido en la técnica. Los
métodos de expresion y purificacion de CGh recombinante son bien conocidos en la técnica.

La LH puede obtenerse por cualquier medio conocido en la técnica. La LH, como se usa en el presente documento,
incluye LH derivada de humano y recombinante. La LH derivada de humano se pueden purificar de cualquier fuente
apropiada (por ejemplo, orina) por cualquier método conocido en la técnica. Los métodos de expresion y
purificacion de LH recombinante son conocidos en la técnica.

La composicién farmacéutica puede ser para el tratamiento de la infertilidad, por ejemplo, para su uso en, por
ejemplo, tecnologias de reproduccién asistida (ART), induccién de la ovulacién o inseminacién intrauterina (I1U).
La composicién farmacéutica se puede usar, por ejemplo, en indicaciones médicas donde se usan preparados de
FSH conocidos. La presente invencion también proporciona el uso de FSHr y/o un preparado de FSHr descrito en
el presente documento (segln aspectos de la invencién) para, o en la fabricacién de un medicamento para, el
tratamiento de la infertilidad. Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se pueden formular en
composiciones bien conocidas para cualquier via de administracién de farmacos, por ejemplo, oral, rectal,
parenteral, transdérmica (por ejemplo, tecnologia de parche), intravenosa, intramuscular, subcutanea,
intracisternal, intravaginal, intraperitoneal, local (polvos, pomadas o gotas) 0 como un espray yugal o nasal. Una
composicion tipica comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como disolucién acuosa, excipientes
no toxicos, que incluyen sales y conservantes, tampones 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 the National Formulary XIV, decimocuarta edicién (American Pharmaceutical Association, 1975), entre
otros.

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

Las composiciones de la presente invencion también pueden contener aditivos, tales como, pero no se limitan a,
conservantes, agentes humectantes, agentes emulsionantes y agentes dispersantes. Se pueden incluir agentes
antibacterianos y antifiungicos para prevenir el crecimiento de microbios e incluyen, por ejemplo, parabeno,
clorobutanol, fenol, acido soérbico y similares. Ademas, puede desearse incluir agentes isotdnicos, tales como
azUcares, cloruro sédico y similares.

En algunos casos, para efectuar la accién prolongada, es conveniente ralentizar la absorcién de FSH (y otros

principios activos, si estan presentes) de la inyeccién subcutanea o intramuscular. Esto se puede llevar a cabo
usando una suspensién liquida de material cristalino o amorfo con poca solubilidad en agua. La tasa de absorcion
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de FSH depende entonces de su tasa de disolucién que, a su vez, puede depender del tamarfio del cristal y la
forma cristalina. Alternativamente, la absorcién retardada de una forma de combinacién de FSH administrada por
via parenteral se lleva a cabo disolviendo o suspendiendo la combinacién de FSH en un vehiculo de aceite.

Se pueden preparar formas de liberacién prolongada inyectables formando matrices microencapsuladas de FSH
(y otros agentes, si estan presentes) en polimeros biodegradables, tales como polilactida-poliglicolida.
Dependiendo de la relacion entre FSH y polimero y la naturaleza del polimero particular empleado, la tasa de
liberacion de FSH se puede controlar. Los ejemplos de otros polimeros biodegradables incluyen polivinilpirrolidona,
poli(ortoésteres), poli(anhidridos), etc. También se preparan formulaciones inyectables de liberaciéon prolongada
que atrapan la FSH en liposomas o microemulsiones que son compatibles con tejidos del cuerpo.

Las formulaciones inyectables se pueden esterilizar, por ejemplo, por filtracién a través de un filtro de retencién de
bacterias, o incorporando agentes esterilizantes en forma de composiciones soélidas estériles que se pueden
disolver o dispersar en agua estéril u otro medio inyectable estéril justo antes de 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 FSH (opcionalmente con hCG, LH, etc.). Si existe mas de un principio activo (es decir, FSH y, por
ejemplo, hCG o LH), estos pueden ser adecuados para administracién por separado o juntos. 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 FSH, hCG, o una
combinacion de tanto FSH como hCG, las jeringas envasadas en un envase alveolado u otro medio para mantener
la esterilidad. Un producto puede contener opcionalmente instrucciones para usar las formulaciones de FSH y
hCG.

El pH y la concentracion exacta de los diversos componentes de la composicién farmacéutica se ajustan segun
practica rutinaria en este campo. Véase GOODMAN y GILMAN, THE PHARMACOLOGICAL BASIS FOR
THERAPEUTICS, 7.2 ed. En una realizacién preferida, las composiciones de la invencién se suministran como
composiciones para administracion parenteral. 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, arriba, en las paginas 780-820. Las composiciones parentales se pueden suministrar en formulacién
liquida o como un sélido que se mezclara con un medio inyectable estéril justo antes de la administracion. En una
realizacion especialmente preferida, las composiciones parentales se suministran en forma unitaria de
administracion para facilitar la administracion y la uniformidad de la dosis.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se describird 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 plasmidos del vector de expresién pFSHalfa/beta;
la Figura 2 muestra el vector de expresion de a2,3-sialiltransferasa (ST3GAL4);
la Figura 3 muestra el vector de expresion de a2,6-sialiltransferasa (ST6GAL1);

la Figura 4 muestra el isoelectroenfoque de FSH recombinante producida por células Per.C6 que expresan
establemente FSH;

la Figura 5 muestra un ejemplo de clones analizados por isoelectroenfoque de FSH recombinante producida por
células Per.C6 que expresan establemente FSH después de la manipulaciéon con a2,3- o a2,6-sialiliransferasa;

la Figura 6 muestra el analisis de enlaces de acido sialico de Per.C6-FSH,

la Figura 7 muestra las tasas de eliminacién metabélica (MCR) de muestras de Per.C6-FSH;

la Figura 8 muestra MCR de muestras de Per.C6-FSH manipuladas con a2,6-sialiltransferasa;
la Figura 9 muestra MCR de muestras de Per.C6-FSH manipuladas con a2,6-sialiliransferasa;
la Figura 10 muestra MCR de muestras de Per.C6-FSH manipuladas con a2,3-sialiltransferasa;

la Figura 11 muestra el aumento de peso del ovario por clones Per.C6-FSHr de Per.C6-FSHr parental, segin el
método de Steelman y Pohley (1953);
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la Figura 12 muestra el aumento de peso del ovario por clones Per.C6-FSHr de Per.C6-FSHr manipulado (con
a2,6-sialiltransferasa); y

la Figura 13 muestra el aumento de peso del ovario por clones Per.C6-FSHr de Per.C6-FSHr manipulado (con
a2,3-sialiltransferasa).

Seleccion de secuencias

FSH humana

Se uso la region codificante del gen para el polipéptido FSH alfa segun Fiddes y Goodman. (1981). La secuencia
se almacena como AH007338 y en el momento de la construccién no habia otras variantes de esta secuencia de
proteinas. La secuencia se denomina en el presente documento como SEQ ID 1.

La regién codificante del gen para el polipéptido FSH beta se utilizd segun Keene et al (1989). La secuencia se
registra en el banco como NM_000510, y en el momento de la construccién no habia otras variantes de esta
secuencia de proteinas. La secuencia se denomina en el presente documento como SEQ ID 2

Sialiltransferasa

a2,3-Sialiltransferasa - La regién codificante del gen para beta-galactésido alfa-2,3-sialiltransferasa 4 (a2,3-
sialiltransferasa, ST3GAL4) se usé segun Kitagawa y Paulson (1994). La secuencia esta depositada como L23767
y se denomina en el presente documento como SEQ ID 3.

a2,6-Sialiltransferasa - La regién codificante del gen para beta-galactosamida alfa-2,6-sialiltransferasa 1 (a2,6-
sialiltransferasa, ST6GAL1) se usé segiun Grundmann et al. (1990). La secuencia estd depositada como
NM_003032 y se denomina en el presente documento como SEQ ID 4.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Construccion del vector de expresion de FSH

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

FSHa-fw 5'-CCAGGATCCGCCACCATGGATTACTACAGAAAAATATGC-3'

FSHa-rev 5'-GGATGGCTAGCTTAAGATTTGTGATAATAAC-3'

FSHb-fw 5'-CCAGGCGCGCCACCATGAAGACACTCCAGTTTTTC-3'

FSHb-rev 5'-CCGGGTTAACTTATTATTCTTTCATTTCACCAAAGG-3'

El ADN de FSH beta amplificado resultante se digirié con las enzimas de restriccion Asci y Hpal y se insert6 en los
sitios Ascl y Hpal en el vector de expresién de mamifero dirigido por CMV que porta un marcador de seleccion de
neomicina. Similarmente, el ADN de FSH alfa se digirié con BamH!y Nhel y se insert6 en los sitios BamHI y Nhel
en el vector de expresion que ya contenia el ADN del polipéptido FSH beta.

El ADN del vector se utilizé para transformar la cepa DH5a de E. coli. Se recogieron sesenta colonias para la
amplificacion y cincuenta y siete contuvieron el vector que contenia tanto FSH alfa como beta. Veinte de estas se
seleccionaron para secuenciacion y todas contuvieron las secuencias correctas segun SEQ ID 1 y SEQ ID 2. El
plasmido pFSH A+B#17 se seleccion6 para la transfeccién (Figura 1).

Ejemplo 2 Construccion del vector de expresion de ST3

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

2,35Tfw 5'-CCAGGATCCGCCACCATGTGTCCTGCAGGCTGGAAGC-3'
2,3STrev 5-TTTTTTTCTTAAGTCAGAAGGACGTGAGGTTCTTG-3'

El ADN de ST3 amplificado resultante se digirié con las enzimas de restriccion BamHly Aflll, y se insert6 en los
sitios BamH/Iy Aflll en el vector de expresion de mamifero dirigido por CMV que porta un marcador de resistencia
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a higromicina. El vector se amplific6 como se describe previamente y se secuencié. El clon pST3#1 (Figura 2)
contuvo la secuencia correcta segin SEQ ID 3 y se seleccioné para la transfeccion.

Ejemplo 3 Construccion del vector de expresion de ST6

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

2,65Tfw 5'-CCAGGATCCGCCACCATGATTCACACCAACCTGAAG-3'
2,68Trev 5-TTTTTTTCTTAAGTTAGCAGTGAATGGTCCGG-3'

El ADN de ST6 amplificado resultante se digirié con las enzimas de restriccion BamHl Aflll, y se insert6 en los
sitios BamH/Iy Aflll en el vector de expresion de mamifero dirigido por CMV que porta un marcador de resistencia
a higromicina. El vector se amplificoé como se describe previamente y se secuencio. El clon pST6#11 (Figura 3)
contuvo la secuencia correcta segin SEQ ID 4 y se seleccioné para la transfeccion.

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

Se generaron clones de Per.C6 que produjeron FSH expresando ambas cadenas de polipéptidos de FSH de un
solo plasmido (véase el Ejemplo 1).

Para obtener clones estables, un agente de transfeccién basado en liposomas con la construcciéon pFSH A+B. Se
seleccionaron clones estables en VPRO complementado con 10 % de FCS y que contenia G418. Tres semanas
después de la transfeccion, los clones resistentes a G418 crecieron. Se seleccioné un total de 250 clones para el
aislamiento.

Los clones aislados se cultivaron en medio de seleccién hasta el 70-80 % de confluencia. Los sobrenadantes se
ensayaron para el contenido de proteina FSH usando un ELISA selectivo de FSH y actividad farmacolégica en el
receptor de FSH en la estirpe celular clonada, usando un ensayo de acumulaciéon de AMPc. Los clones (98) que
expresan la proteina funcional progresaron para la expansion de cultivo a 24 pocillos, 6 pocillos y matraces T80.

Se iniciaron estudios para determinar la productividad y calidad del material de siete clones en matraces T80 para
generar material suficiente. Las células se cultivaron en medios complementados como se describié previamente
durante 7 dias y se recogi6 el sobrenadante. La productividad se determiné utilizando el ELISA selectivo para FSH.
Se determind el perfil isoeléctrico del material (Ejemplo 6). Las muestras representativas se muestran en la Figura
4. La informacion del IEF se usé para seleccionar clones para el andlisis de la tasa de eliminacion metabodlica
(Ejemplo 9). Se seleccionaron los clones (005, 104, 179, 223, 144) con productividad y calidad suficientes para la
manipulacién con sialiltransferasa.

Ejemplo 5 El nivel de sialilacion aumenta en células que expresan en exceso la 02,3- o 02,6-
sialiltransferasa. Expresion estable de pST3 o pST6 en células PER.C6 que expresan FSH; transfeccién,
aislamiento y cribado de clones.

Se generaron clones de Per.C6 que producian FSH altamente sialilada expresando a2,3-sialiltransferasa o a2,6-
sialiltransferasa a partir de plasmidos separados (véanse los Ejemplos 2 y 3) en células Per.C6 que ya expresaban
ambas cadenas de polipéptidos de FSH (véase el Ejemplo 4). Se seleccionaron cuatro clones producidos a partir
de células PER.C6® como se explica en el Ejemplo 4 para sus caracteristicas, que incluyen productividad, buen
perfil de crecimiento, produccién de proteina funcional y FSH producida que incluy6 cierta sialilacién.

Se generaron clones estables como se describe previamente en el Ejemplo 4. Se aislaron, expandieron y
ensayaron un total de 202 clones del programa de la a2,3-sialiltransferasa y 210 clones del programa de la a2,6-
sialiltransferasa. El nimero de clones final para el estudio de a2,3 era 12 y 30 para el estudio de a2,6.

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

Como antes, los clones se ensayaron usando un ELISA selectivo de FSH, respuesta funcional en una estirpe
celular de receptor de FSH, IEF (Ejemplo 6), tasa de eliminacién metabolica (Ejemplo 9) y analisis de Steelman
Pohley (Ejemplo 10). Los resultados se compararon con una FSH recombinante disponible comercialmente (Gonal-
f, Serono) y las estirpes celulares parentales de FSH-Per.C6. Las muestras representativas se muestran en la
Figura 5. Algunos clones no mostraron un aumento en la sialilacion, pero se puede observar que la FSH producida
por la mayoria de los clones tiene sialilacion significativamente mejorada (es decir, en promedio mas isoformas de
FSH con elevados nimeros de acidos sidlicos) en comparacion con FSH expresada sin a2,3- o a2,6-
sialiltransferasa.
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En conclusion, la expresién de FSH junto con sialiltransferasa en células Per.C6 da como resultado niveles
elevados de FSH sialilada en comparacion con células que sélo expresan FSH.

Ejemplo 6 Analisis del pl de isoformas de FSH producidas por Per.C6 por isoelectroenfoque.

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 de
campo, la carga neta en la molécula, el tamafio y la forma de la molécula, la fuerza idnica y las propiedades del
medio a través del cual migran las moléculas.

El isoelectroenfoque (IEF) es una técnica electroforética para la separacién de proteinas basada 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 de acido sidlico de
las isoformas de FSH altera sutiimente el punto pl para cada isoforma, que puede ser explotado usando esta
técnica para visualizar las isoformas de Per.C6-FSH de cada clon.

Los puntos isoeléctricos de las isoformas de FSH producidas por Per.C6 en sobrenadantes de cultivo celular se
analizaron usando isoelectroenfoque. El medio de cultivo celular de los clones de Per.C6-FSH se produjo como se
describe en los Ejemplo 4 y 5.

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

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

Como se indica en las Figuras 4 y 5, las bandas representan isoformas de FSH que contienen diferentes nimeros
de moléculas de &cido sialico.

Usando este método, se identificaron clones que producian isoformas de FSH con un mayor nimero de moléculas
de acido sialico. La manipulacién con a2,3- o a2,6-sialiltransferasa produjo clones con mas acido sialico y un menor

pl.
Ejemplo 7 Analisis de enlaces de acido sialico de Per.C6-FSH

Se analizaron glucoconjugados usando un método de diferenciacién de glucanos basado en lectina. Con este
método, se pueden caracterizar las glucoproteinas y los glucoconjugados unidos a nitrocelulosa. Las lectinas
reconocen selectivamente un resto particular, por ejemplo, acido sialico unido en a2,3. Las lectinas aplicadas se
conjugan con el hapteno esteroideo digoxigenina que permite la deteccién inmunolégica de las lectinas unidas.

Se separaron Per.C6-FSH purificado de un clon parental (sin sialiltransferasa adicional), un clon manipulado con
a2,3-sialiltransferasa y un clon manipulado con a2,6-sialiltransferasa usando técnicas de SDS-PAGE estandar. Se
us6 una FSH recombinante disponible comercialmente (Gonal-f, Serono) como patron.

Se analiz6 acido sialico usando el kit de diferenciacion de glucanos DIG (Cat. n.2 11 210 238 001, Roche) segun
las instrucciones del fabricante. Reacciones positivas con aglutinina de Sambucus nigra (SNA) indicaron acido
sialico unido terminalmente (2-6). Reacciones positivas con aglutinina Il de Maackia amurensis (MAA): indicaron
acido sialico unido terminalmente (a2-3)

En resumen, el clon parental 005 contuvo bajos niveles de &cido sialico tanto en a2,3 como en a2,6. Los clones
manipulados con a2,3-sialiltransferasa contuvieron altos niveles de enlaces 02,3 de acido sidlico y bajos niveles
de enlaces 02,6 de acido sidlico. Los clones manipulados con a2,6-sialiliransferasa contuvieron altos niveles de
enlaces 02,6 de acido sialico y bajos niveles de enlaces 02,3 de acido sidlico. El control estandar Gonal-f solo
contiene enlaces 02,3 de acido sialico. Esto estd de acuerdo con lo que se conoce sobre las proteinas
recombinantes producidas en células de ovario de hamster chino (CHO) (Kagawa et al., 1988, Takeuchi et al.,
1988, Svensson et al., 1990).

En conclusién, la manipulacion de células Per.C6-FSH con 02,3- o a2,6-sialiltransferasa aumento
satisfactoriamente el nimero de moléculas de acido sialico conjugadas con la FSH en la muestra.

Ejemplo 8a Cuantificacion de acido sialico total

El acido sialico es un hidrato de carbono unido a proteina considerado un monosacarido y se produce en
combinacioén con otros monosacaridos como galactosa, manosa, glucosamina, galactosamina y fucosa.
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Se midi6 el acido sidlico total en FSHr purificada (Ejemplo 11} usando un kit de cuantificacién de &cido sialico
enzimatico segun el protocolo de los fabricantes (Sigma, Sialico-Q). En resumen, la aldolasa del acido N-
acetilneuraminico cataliza un acido sialico a N-acetiimanosamina y acido pirtvico. El acido pirdvico se puede
reducir en acido lactico por B-NADH e deshidrogenasa lactica. La oxidacion de B-NADH puede medirse
espectrofotométricamente con exactitud.

Se midié la concentracion de proteina en placas de microtitulacién usando un kit de ensayo comercial de acido
bicinconinico (BCA) (Sigma, B 9643) basado en el método de Lowry (Lowry et al., 1951).

Se midi6 el contenido total de acido sialico de Per.C6-FSH y se encontré que era superior a 6 moles/mol.
Ejemplo 8b Cuantificacion de cantidades relativas de 02,3, 02,6 y a2,8-acido sialico

Se midio6 el porcentaje relativo de cantidades de 02,3, 02,6 y a2,8-acido sialico en FSHr purificada (Ejemplo 11)
usando técnicas conocidas.

Cada muestra de FSHr se inmoviliz6 (bloque de gel), se lavd, se redujo, se alquilé y se digirié con PNGasa F
durante la noche. A continuacién, se extrajeron los N-glucanos y se procesaron. Los N-glucanos para el analisis
de NP-HPLC y WAX-HPLC se marcaron con el fluor6foro 2AB como se detalld en Royle et al. Los N-glicanos se
sometieron a HPLC de fase normal (NP) en una columna de amida TSK (como se detalla en Royle et al.) con
tiempos de retencién expresados en unidades de glucosa (UG).

Se digirieron muestras de los glucanos extraidos y reunidos (extraidos como antes) con diferentes sialidasas para
determinar los enlaces. NAN 1 (sialidasa recombinante) libera acidos sialicos de extremos no reductores unidos
en a2,3 (NeuNAc y NeuNGc), la ABS (sialidasa de Arthrobacter ureafaciens) libera &cidos sialicos de extremos no
reductores unidos en 02,3, a2,6 y a2,8 (NeuNAc y NeuNGc). Las muestras se analizaron por NP-HPLC, para
permitir la comparacion de la muestra no digerida con la digerida con NAN1 y la digerida con ABS. La comparacion
de los tres trazados de NP-HPLC (no digeridos, digeridos con NAN1, digeridos con ABS) muestra que la digestién
con ABS y NAN1 da diferentes resultados. Esto indica que las muestras tienen &cidos sialicos con enlaces 02,3,
a2,6 y a2,8. Los porcentajes relativos se calcularon a partir de estructuras presentes en los conjuntos de glucanos
no digeridos y se encontrd que estaban en los intervalos 65 % - 85 % (por ejemplo 77,75 %) para sialilacién en
a2,3; 15 al 35 % (por ejemplo, 21,46 %) para sialilacién en a2,6; y 0,1 a 3 % para sialilacion en a2,8.

Ejemplo 8¢ Cuantificacion de cantidades relativas de estructuras sialiladas mono-, di-, tri- y tetra-
antenarias

Se midieron las cantidades porcentuales relativas de estructuras mono-, di-, tri- y tetrasialiladas en glicanos
extraidos de FSHr purificada (Ejemplo 11) usando técnicas conocidas.

Cada muestra de FSHr se inmoviliz6 (bloque de gel), se lavd, se redujo, se alquilé y se digirié con PNGasa F
durante la noche. A continuacién, se extrajeron los N-glucanos y se procesaron. Los N-glucanos para el analisis
de NP-HPLC y WAX-HPLC se marcaron con el fluoréforo 2AB como se detallé en Royle et al.

Se llevd a cabo HPLC de intercambio anionico débil (WAX) para separar los N-glucanos por carga (Ejemplo 8b)
como se explican en Royle et al., con un patrén de N-glucano de fetuina como referencia. Los glucanos se eluyeron
segun el nimero de &cidos sidlicos que contuvieron. Todas las muestras incluyeron estructuras mono(1S), di(2S),
tri(3S) y tetra(4S)-sialiladas. Se descubrié que las cantidades relativas de estructuras sialiladas estaban en las
siguientes relaciones (15:25:45:48): 9-15 %: 27-30 %: 30-36 %: 25-29 % (por ejemplo 10,24:28,65:35,49:25,62).

Ejemplo 9 Determinacion de las tasas de eliminacion metabélica de FSHr

Para determinar la tasa de eliminacién metabdlica (MCR) de muestras de Per.C6-FSH, ratas hembra conscientes
(3 animales por clon) se inyectaron en la vena de la cola en el tiempo cero con un bolo de FSHr (1 - 10 ug/rata,
basado en cuantificacién de muestras por ELISA, DRG EIA 1288). Se tomaron muestras de sangre (400 pl) de la
punta de la cola 1, 2, 4, 8, 12, 24 y 32 horas después de la inyeccion de la muestra de prueba. Se recogi6é suero
por centrifugacion y se ensay6 para el contenido de FSH por ELISA (DRG EIA 1288).

El receptor de asialoglucoproteina (ASGP-R) reconoce glucoproteinas desialiladas (terminadas en galactosa),
tales como asialofetuina (ASF). (Pricer y Ashwell, 1971. Van Lenten y Ashwell, 1972). El receptor de ASGP y la
glucoproteina desialilada unida se internalizan en la célula donde el receptor se recircula y el ligando es degradado
(Regoeczi et al., 1978, Steer y Ashwell, 1980).

Para investigar si el material de Per.C6-FSH fue eliminado por este mecanismo, se saturé el ASGP-R con
asialofetuina. La tasa de eliminacién metabdlica de material parental manipulado con a2,6 o a2,3-sialiltransferasa
se determiné como se describe con coadministraciéon de un exceso molar minimo de 7500 veces de asialofetuina
para saturar el ASGP-R durante 1-2 h.
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El material producido por los clones parentales de Per.C6-FSH contuvo material de MCR algo mas largo, pero un
elevado porcentaje fue eliminado rapidamente (Figura 7).

El clon principal 005 que contuvo el material mas sialilado se manipulé usando a2,6- o o2,3-sialiltransferasa
(Ejemplo 5). Aunque los clones manipulados con a2,6-sialiltransferasa demostraron un aumento de la sialilacién
(Figura 5), no hubo mejora en la MCR (Figura 7). El bloqueo de ASGR restauré la MCR del material de 02,6 a la
del patrén, lo que demostro que incluso con elevados enlaces a2,6 el material se elimina rapidamente (Figura 8).
La manipulacién con a2,3-sialiltransferasa produjo clones con MCR comparable al patrén (Figura 9) y el contenido
variable de sialico estuvo de acuerdo con lo se conoce para las isoformas de FSH (Figura 10).

Ejemplo 10 Ensayo in vivo de Steelman-Pohley

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

El aumento en los pesos ovaricos debido a los clones de Per.C6-FSHr se analizé segun el método de Steelman y
Pohley (1953). Se cuantificé6 Per.C6-FSHr de muestras de medio celular filtrado por ELISA (DRG,EIA-1288). Las
muestras Per.C6-FSHr) y patrones (Gonal-f FSHr) se probaron en cinco dosis diferentes (3 animales/dosis). Gonal-
f se administré a 50, 100, 200, 400 y 800 ng/rata. Las dosis de muestra se calcularon usando sus valores de ABC
con respecto a Gonal-f, normalmente 0,05 - 10 pg/rata.

En conclusion, el material sialilado por defecto producido por los clones parentales Per.C6-FSH (Figura 11) no fue
tan potente en el ensayo de aumento del peso ovarico como la FSHr disponible comercialmente. La manipulacién
de la sialiltransferasa para afiadir enlaces a2,6 adicionales aument6 el contenido de acido sialico, pero no mejord
la potencia en el ensayo in vivo (Figura 12). Sin embargo, enlaces a2,3 adicionales mejoraron significativamente
la potencia (Figura 13) y los dos preparados de FSH recombinante (Per.C6 y derivado de CHO) muestran perfiles
muy similares en este ensayo.

Ejemplo 11 Visién general de produccion y purificacion

Se desarrollé un procedimiento para producir FSH en células PER.C6 que se cultivaron en suspensién en medio
sin suero. El procedimiento se describe a continuacion y se aplicé a varias estirpes celulares PER.C6 productoras
de FSH.

Se prepar6é FSH del clon parental 005, clon de 02,3 007 y clon de a2,6 059 usando una modificacion del método
descrito por Lowry et al. (1976).

Para la produccion de PER.C6-FSH, las estirpes celulares se adaptaron a un medio sin suero, es decir, Excell 525
(JRH Biosciences). Las células se cultivaron en primer lugar para formar una monocapa 70 %-90 % confluente en
un matraz de cultivo T80. Tras el pase, las células se resuspendieron en el medio sin suero, Excell 525 + L-
glutamina 4 mM, a una densidad celular de 0,3 x 108 células/ml. Se pusieron 25 ml de suspensién de células en
un matraz agitador de 250 ml y se agitaron a 100 rpm a 37 °C a 5 % de CO.. Tras alcanzar una densidad celular
> 1 x 108 células/ml, las células se subcultivaron hasta una densidad celular de 0,2 0 0,3 x 108 células/ml, y se
cultivaron adicionalmente en matraces agitadores a 37 °C, 5 % de CO2y 100 rpm.

Para la produccién de FSH, las células se transfirieron a un medio de produccién sin suero, es decir, VPRO (JRH
Biosciences), que soporta el crecimiento de células PER.C6 hasta densidades celulares muy altas (normalmente
> 107 células/ml en un cultivo discontinuo). En primer lugar, las células se cultivaron a > 1 x 10% células/ml en Excell
525, después se centrifugaron durante 5 min a 1000 rpm, y posteriormente se suspendieron en medio VPRO + L-
glutamina 6 mM hasta una densidad de 1 x 108 células/ml. A continuacion, las células se cultivaron en un matraz
agitador durante 7-10 dias a 37 °C, 5 % de CO2 y 100 rpm. Durante este periodo, las células crecieron hasta una
densidad de > 107 células/ml. El medio de cultivo se recogié después de que la viabilidad celular empezara a
disminuir. Las células se centrifugaron durante 5 min a 1000 rpm y el sobrenadante se utilizé para la cuantificacion
y purificacién de FSH. La concentracion de FSH se determiné utilizando ELISA (DRG EIA 1288).

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

Durante todos los procedimientos cromatograficos, la presencia de FSH inmunorreactiva se confirmé por RIA (DRG
EIA 1288) y IEF (Ejemplo 6).
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SEQID 1

Polipéptido de la hormona foliculoestimulante alfa

Numero de acceso AH007338

Secuencia nucleotidica de FSH alfa

e s e NN e TN Faeseeres oS A TIOSETENIN A ST AT SRR
CULOTOCATT SLOUTCOTOA - LAl TGCCCATAAT SUACCOTACA

CICRATACTT CAGIGUATSES GUITGCTECTT
A A T R
CUCTAGAGUA

8 o T R e ST T B e o e g e Ay T e
>4 TATCOTATTYC CRUTAAGETS CRAGAAGACST ATCT E AAAAGBRACET

LN e g
AUCOUITATAD

TTTCAAADTC

e B R T T SR e N S e s e A PN R A S e g e A B SR TR AT A
300 CATBACCATA COCCITCOCA CICTACTACT TOTIATIATT RUABATITIA A

Secuencia de proteinas de FSH alfa

1 METLOFFFLE CCWKAICZCNS CELTNCZTIAC EKEECRECIS INTTWCAGYC
YTRDLVYKDD
61 ARPKZQKZCT FRKELVYETVR VPSCAHHADS LYTYDPVATQC HCGKCDSDST
DCTVRIZCPS
121 YZSFCEMKE

SEQID 2
Polipéptido de la hormona foliculoestimulante beta
Numero de acceso NM_000510

Secuencia nucleotidica de FSH beta
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SEQID 3

Beta-galactoésido alfa-2, 3-sialiltransferasa 4

Numero de acceso L23767

Secuencia nucleotidica de ST3GAL4
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P T N e o e gt 3, ot e R R e o g e e
AATCCATACA CACTCICTCOT COTROTARCT TTCAACTTAA TOOACTTIZCA

SRS AR BN IO
GGAAATAGRC

e
GATTCOOATY

T Tat BOLATTRG

7 N 'y .y
Aol ialian LASLAALLAL

AR

ARG TCOT

FLVVIMNY

REEPOLQOREA

ZEDYEFWVETE

Ty I

VVGNGHALRN 55 LGLALNKY BV UKL HNAER

131 NPDTLLVIVA

ILSDXER

LINPREME LAS

41 DELLELEMOO PRELKQEY 2.

LEMCATERC

SEQID 4
Beta-galactosamida alfa-2,6-sialiltransferasa 1
Numero de acceso NM_003032

Secuencia nucleotidica de ST6GAL1

16



1 ATGATTCACA
TCTTCTGTIT
51 GUAGICALCT
CLITAAALLG
121 CARACCAAGH
GITIGALICT
181 CAGTCTIGTAT
CCTCGGCAGT
241 CTCAGRAGGCC
CAAGGACAGC
301 TCTTCCAAAZ
BAGCRTGARAC
361 AGTACARAG
AGAGGICC LG
121 CGCIGCCACC
LILICCCrIrc
181 ARTACCTCTIG
GGCTGGEGECLT
541 TGGGGCAGGT
BCTREGGCAGA
501 GARRATCGATG
CAACLLICCAA
a6l CRAGATGTGGE
TACCACAGAG
721 AAGCGCTICC
GGACCCATCT
781 GTRTACCACT
CTTTAACAAC
841 TECAAGACTT
GLCCCAGATG
201 CCLIGEGAGC
GCCABACCCC

261 CCALCCICIG

GGTGGATATT
1923 TETGAGTTCC

2 N PN NN~
ACTGLOTGEGE

CCAACCTGARA

GIGIGEIGGAs

AATTCCAGGT

CCTCRAGCRG

TAGCCRAGGC

BCCTTRTICCC

TGTCCTACRA

TCCGGGACCA

ARATGGGAGGG

GTGCTGTTGT

ATCATGACGC

GCACAARARC

TCARRGACRG

CRGATATCCC

ATCGTEAGCT

TATGGGACAT

TCOCATLUCAS

Secuencia de proteinas de ST6GAL1
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GRAEARARGTTC

GGAAAAGAAG

GlIassaGAG !

CRCCCAGGARC

CRARCCAGRG

TAGGCTGCRA

GEGGCLAGGA

TETGAALTGTA

TTIATCTGCCC

GTCGTCAGCG

AGTCCTGAGG

TACCATTCGEC

TITCTACEAT

ERAGTGGETRC

GUACCCCRAT

TOLUTCAAGAA

TATCALITATC

GUOCRAGALT

AGTTGCTIGEG

AALAGGGAGLYT

CrGGEGAAAT

CCCCRCRGGG

GCCTCCTTCC

ERGATCTGGA

CCAGGCATCA

TCCATGGETAG

ARGGAGAGCA

GGATCTCTGA

TTTAATGGGG

CTGATGRACT

GAAGGARTCC

CRGARTCCGG

CAGCCCIITT

ALCICCCCAG

ATGALIGACTGC

TCCTIGGTICTT

ACIATGALLC

TGGCCA TGS

CCGCCAGRC

AGGTGTGGRR

AGAATTACCT

AGTTCAGTGC

AGGICACAGA

TTAGGACCAA

AGTCCTOCCA

CACCCACAGC

CTCAGTTGGT

TRAATTGTATG

ATTATAATTT

ACATCCTCAA

AAGAGALICA

TEIGIBACCA
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REIVINDICACIONES

1. FSH recombinante (FSHr) que incluye sialilacion en 02,3 y a2,6, en donde del 10 % al 30 % de la sialilacién total
es sialilacién en a2,6.

2. FSH recombinante (FSHr) segun la reivindicacion 1 producida o expresada en una estirpe celular humana.
3. Una composiciéon farmacéutica que comprende FSH recombinante seguin cualquier reivindicacion precedente.
4. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacién 3 que comprende ademas CGh y/o LH.

5. Una composicién farmacéutica seguln la reivindicacién 3 o la reivindicacion 4 para su uso en el tratamiento de la
infertilidad.
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Fig. 1, 2 y 3: Mapas de plasmidos de los vectores de expresion pFSHalfa/
heta, pST3 y pSTe. CMV = promotor del citomegaiovirus, BGHp{A)
secuencia poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina, fl ori

origen de replicacion fi, SV40 = promotor del virus simio 40, Neo =
marcador de resistencia de neomicina, Hyg = marcador de resistencia de
higromicina, SV40 p{A) = secuencia poliadenilacion del virus simio 40, FSH
A = polipeptido de la hormona foliculcestimulante alfa, FSH B = polipéptido
de la hormona foliculoestimulante beta, ST3GAL4 = g2, 3-sialiltransferasa,
STEGALT = a2 b-sialiltransferasa, ColEl = origen de replicacién ColEl,
Amp = marcador de resistencia de ampicilina.

Figura 1. Vector de expresion de FSH

FSH&

cuv_au M. 4 BGH piA
, ‘\ |‘ 1 ori

X
‘swu

- Heo

pFSH A+B
7466 pb

AMP
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Figura 2. Vector de expresidn de o2 3-sigliltransferasa (ST3GAL4)
TRV

b STIGAL4

ey

—

SYAO piAd
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Figura 4. Isoelectroenfoque de FSH recombinante producida por células
Per.C6 que expresan establemente FSH. Sobrenadantes de cultivo celular
separados en condiciones nativas en un gradiente de pH 3,0 - 7.0. El clon
005 es representativo de los cince clones llevados hacia adelante para la
manipulacion con sialiftransferasa. Se desecharon los clones gue contenian
isoformas menos acidas.

Clones menos acidos

005

| Acido sialico

| acido siatico
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Figura 5. Ejempio de clones analizados por isoelectroenfoque de FSH
recombinante producida por celulas Per.Co que expresan establemente
FSH después de manipular con a2,3- o0 o2,6-sialiffransferasa. Los
sobrenadantes de cultivo celular separados en condicionas nativas en un
gradiente de pH 3.0 - 7,0. El clon 005 es {a estirpe celular parental Per.C6-
FSH. Se retfiraron los clones gue presentaban perfiles basicos o mixtos {*).
{ os restantes clones demuestran una manipulacidn satisfactoria con una

sialiitransferasa para aumentar el nimero de moléculas de acido sidlico en
FSH.
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pl 6.0

ol 4,75
pl 4,45
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Figura 6. Andlisis de los enlaces de acido sialico de Per.CG FEH. Se
separd Per.C6-FSH purificado por SDS-PAGE en geles duplicados, se
fransfirié a nitrocelulosa v se visualizé usando el kit de diferenciacion de
glucanos DIG (Cat. n.® 11 210 238 001, Roche) segin ias instrucciones del
fabricante. Reacciones positivas con aglutinina de Sambucus migra {SNA)
indicaron acido sialico unido terminalmente (2-6) (A). Reacciones positivas
con aglutinina de Maackia amurensis (MAA): indicaron acido sialico unido
terminalmente (2-3) (B). Carril | control de los fabricantes que contiene
enfaces ¢2,6 solo. Carril I control de los fabricantes que contiene enlaces
02,6 y u2,3. Muestra a, FSH recombinante derivada de CHO comercial
{Gonal-f, Serono). Muestra b, Per.C6-FSHr parental, sin manipulacidn con
sialii-transferasa. Muestra ¢, Per.C6-FSHr con manipulacion con a2,6-
sialiftransferasa. Muestra d, Per.C6-FSHr con manipulacion con ¢2,3-
sialiftransferasa.

A
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Figura 7. Tasas de eliminacién melabdlica de muestras de Per.C8-FSH. Se
inyectd a ratas hembra (3 animales por clon) en ia vena de la cola a iempo
cero un bolo de FSHr (1 - 10 pg/rata). Las muestras de sangre recogidas
con el iempo se ensayaron para ef contenido de FSH por ELISA.
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Figura 8. Tasas de eliminacién metabdlica de mussiras de Per08-FSH
manipuladas con g G-sialiitransferasa. Se inyecld a ratas hembra {3 animales
por clon) en la vena de {a cola a Hempo cero un bolo de FSHr {1 - 10 ygiratal.
Las muestras de sangre recogidas con el iempo se ensayaron para el contenido
de FSH por ELIGA.
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Figura 9. Tasas de chminacion meiabdlica de muestras de Per C6-FSH
manipuladas con g2, 6-siglitransterasa con coadministracidn de un excesd molar

de 7500 veces de asialofetuing para saturar el ASGP-R durante 1-2 h.
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Figura 11. Aumento del peso ovarico sagtin e método de Steelman vy Pohley
{19583}, Se probaron Per C6-FBHr v patrones {Gonal-f FSHr} a diferentes dosis
{3 ratasidosis).
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Figura 12. Aumento del peso ovarico segln el método de Steeiman y Pohley
{1953). Se probaron Per.C6-FGHr manipulada con o2 6-sialiftransferasa y
patrones {Gonal-f FSHr) a diferentes dosis (3 ratas/dosis).
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Figura 13. Aumento del peso ovarico segun el método de Steeiman y Fohley
{1953}. Se probaron Per C6-FSHr parental, Per. C6-FSHr manipulada con ¢2,.3-
sialitransferasa y patrones (Gonal-f FSHr} a cinco dosis diferentes (3 ratas/

dosis}.
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