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Descriere:
(Descrierea se publicii in varianta redactati de solicitant)

Prezenta inventie sc referd la gonadotrofine pentru utilizare in tratamentul infertilitdtii. in
mod special, inventia se referd la gonadotrofina corionicd umani (hCG).

Gonadotrofinele sunt un grup de hormoni glicoproteici heterodimerici care regleazi
functia gonadic la barbat si la fomeie. Acestea includ hormonul de stimulare foliculard (FSH),
hormonul luteinizant (LH) si gonadotrofina corionicd (CG).

Gonadotrofina corionicd umanid (hCG) este secretatd, in principal, de placenta umand in
timpul sarcinii si sustine mentinerea corpului galben. hCG cuprinde o subunitate alfa de 92
aminoacizi (lantul o), comund si celorlalti hormoni glicoproteici LH si FSH, si o subunitate beta de
145 aminoacizi (lanful ) unicd pentru hCG, care determind specificitatea hormonului. Fiecare
subunitate este modificatd post-translational prin adiugarea de resturi complexe de carbohidrati.
Subunitatea alfa contine site-uri de glicozilare 2-N-legate la aminoacizii 52 si 78 ¢i subunitatea
beta confine site-uri de glicozilare 2-N-legate la aminoacizii 13 si 30 si patru site-uri de glicozilare
O-legate la aminoacizii 121, 127, 132 51 138.

hCG extrasd din urina femetlor fnsircinate [Choragon (Ferring)] a fost folositd timp de
multi ani in tratamentul infertilitdtii. Producerea de hCG exirasd din wrind implicd colectarea si
prelucrarea unor cantitifi mari de urind. Ovitrelle (Serono), o versiune recombinantd a hCG este de
asemenea disponibild pentru utilizare in tratamentul infertilititii. Acest produs recombinant este
exprimat in celule din ovarul de hamster chinezesc (CHO) si are un profil farmacocinetic diferit de
cel al hCG produsd din uring wmani.

Existd ¢ eterogenitate considerabild asociald cu preparatcle hCG care se referd la
diferentele in cantitifile diferitclor izoforme prezente. Izoformele hCG individuale prezintd
secvente de aminoacizi identice, dar diferd in mdsura In care sunt modificate post-translajional;
izoformele particalare sunt caracterizate prin eterogenitatea structurilor ramificate de carbohidrati
st cantititile diferite de incorporare a acidubii sialic (un zahdr terminal), ambele parand s
influenteze bioactivitatea specifica a izoformet.

Glicozilarea produselor hCG recombinante ("thCG") reflectd gama de glicozil-transferaze
prezente in linia de celule gazda. Produsul vhCG care exista, Ovitrelle, cste derivat din cehulele
ovariene de hamster chinezesc modificate genetic {celule CHO). Gama de modificiri ale glicanolui
in vhCG derivaid din CHO este mat hmitatd decit cele gisite pe produsele naturale, derivate din
urind. Exemple de cterogenitate a ghicanului redusd gasitd in thCG derivatd din CHO inchud lipsa
glucozaminet bisectante s1 un continut redus de fucosilare a nucleului i extensii de acenl
lactozamina. In plus, celulele CHO sunt capabile s adauge numai acid sialic folosind legitura
02,3 (Kagawa si colaboratorii, 1988; Takeucht si colaboratorii, 1988; Svensson si colaboratorii,
1990).

Gonadotrofinag hCG din urina umand (adicd hCG extrasi din urina femeilor insfrcinate)
care a fost utilizati pand in prezent in tratamentul infertilithtii este, de fapt, hCG placentard;, hCG
produsd in placenta (umand) si apoi excretatd 1n urind. Aceastd hCG este extrasd din wind pentra
utilizare ca produs farmaceutic. Bousfield s colaboratorii (Rev Endocr Metab Disord (2011) 12:
289-302) afirmi ci "in timp ce gonadotrofinele hipofizare prezinth atht acid sialic legat 2,3~ cat si
a2,6-, hCG placentard si gonadotrofine recombinante produse in celulele ovariene de hamster
chinezesc poseda doar acid sialic legat o2,3-". Astfel, hCG din urina umana (care este produsi in
placentd) include numai ¢2,3-sialilare (cum ar fi produsele recombinate derivate din linia celulari
CHO). Astfel, compozitiile farmaceutice cunoscute care includ hCG inchid doar acid sialic o2,3-
legat dar nu includ acid sialic o2,6-legat.

S-a demonstrat ¢i un preparat FSH recombinant (Organon) diferd in cantitdfile de FSH cu
un punct izoelectric (pl) mai mic de 4 (considerate izoforme acide) in comparatic cu FSH din urind
pitnitard, serici sau post-menopauzid (Ulloa-Aguirre si colaboratorii, 1993). Cantitatea de izoforme
acide in preparatele urinare de FSH a fost mult mai mare in comparafic cu produscle
recombinante, Gonal-f (Serono) si Puregon (Organon) (Andersen si colaboratorii 2004). Aceasta
trebuie sd reflecte un continut molar mai scizut de acid sialic in tFSH, deocarece continutul de
glican Incircat negativ modificat cu sulfat este scizut in FSH. Continutul mai scizut de acid sialic,
in comparatic cu FSH natural, este o caracteristicd a ambelor produse FSH disponibile comercial
si, prin urmare, trebuie si reflecte o limitare in procesul de fabricatic (Bassett i Dricbergen, 2005).
Durata de viatd circulatoric a FSH a fost documentaid pentru materiale provenite dintr-o varietate
de surse. Unele dintre aceste materiale au fost fractionate pe baza sarcinii moleculare generale, asa
cum sunt caracterizate prin pand la-ul acestora, In care mai mwult acid echivaleazi cu o sarcind
negativd mai mare. Principalul factor care contribuie la incircarea moleculard generald este
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contimatul sialic total al fiecdrei molecule FSH. De exemplu, rFSH (Organon) are un continut de
acid sialic de aproximativ 8 mol/mol, in timp ce FSH derivat din urind arc un continut mai mare de
acid sialic (de Lecuw si colaboratorii 1996). Ratele de clearance plasmaticid corespunzitoare la
sobolan sunt de 0,34 si 0,14 ml/min (Ulloa-Aguirte si colaboratorii 2003). fntr-un alt exeruplu in
care un csantion de FSH recombinant a fost tmpartit in fractiuni pl ridicate si scizute, eficacitatea
in vive a fractiunii pl ridicat (continut mai mic de acid sialic) a fost redusd si a avut un timp de
injumatitire plasmaticd mai scurt (D'Antonio si colaboratorii 1999). Solicitantii au constatat ¢4,
similar cu FSH, produsul hCG recombinant, cunoscut, derivat din CHO (de exemplu Ovitrelle)
are, dc asemenea, o cantitate mai micd de hCG cu un punct izoclectric (pl) mai mic de 4
(considerate izoforme acide) decit hCG din urind, ceea ce reflectd, de asemenea, un confinut mai
scazut de acid sialic al produsului rhCG cunoscut, in comparatie cu hCG din wrind.

Solicitantii au dezvoltat ¢ hCG recombinamtd derivatd de la om (adicd o hCG
recombinantfi care ¢ste produsd sau exprimatd Intr-o hnie celulard wmand, de exemplu realizati
prin mgineria geneticd a unei hinii celulare nmane) care are un profil mai acid decét produsul rthCG
derivat din linia celulard CHO, Ovitrelle si care are un confinut mat mare de acid sialic. Aceastd
thCG face obiectul cererii internationale de brevet nr. PCT/GB2010/001854, publicat ca WO
2011/042688. Respectiva hCG recombinantd cu un amestec de acid sialic atat ¢2,3-legat cat si
a2.6-legat a fost realizath prin proicctarca geneticd a unei linit celulare nmane pentru a exprima
atat thCG cat st 02,3 sialiltransferaza. Produsul exprimat este foarte acid, avand on continut de
acid sialic [exprimat in termenii un raport de moli de acid sialic la moli de proteine] de exemplu
19,1 mol/mol si poartd un amestec de acizi sialici o2,3-legati si ¢2,6-legati; acest din wrmd raport
fiind asigurat de activitatea sialil transferazei endogenil. Cercetiirile solicitantilor indicd faptal ¢i
tipul de legitwrdl a acidului sialic, a2,3-legat san ¢2,6-legat poate avea o influentd deosebit de
puternicd asupra clearance-wlui biologic al hCG. Linile celulare umane, spre deosebire de hniile
celidare CHO, pot exprima hCG recombinantd cu acizi sialict atasali atdt prin legaturt 02,3+, cat si
prin legdturi 02,6-.

Linia cchdard din WO 2011/042088 expnméd hCG recombinantd derivata de 1a om. Cu
toaie accstea, linia celolard exprimd, de ascmenea, un nivel relativ ridicat al lantolwi § hiber
(subunitale beta liberd) st a fost necesard purificarea (pentru a climina acest lant B liber din
produsul hCG).

Solicitaniii au dezvoltat acum o noud linde celolard care exprimd atdt thCG, cit i 92,3
sialiltransferazd, si care produce vhCG cu o cantitate redusd de lant B liber, Imbundtdfind astfel
randamentul §i reducind nivelul necesar de purificare al prodosului (a se vedea Figura 7).

Conform prezentet inventii, csie prevazuid o celuld (de exemplu, celuld gazdd)
caracterizatd prin accea ¢d aceasta cuprinde, integratd in penomud s8u o secventd (acid nucleic)
care codifici respectivul lant ¢ din hCG selectatd dintre: o secventd conform SECV ID NR: 1 ¢
ventd care are cel putin 96,5% omologie cu secventa din SECV ID NR: | (de exemplu, o
ventd care are cel pufin 96,5% identitate de sccvenid cu secventa din SECV ID NR: 1), ¢
ventd care arc cel putin 97% omoclogie cu (de exemphy, cel putin 98% sau cel putin 99%
omologie cu) secventa din SECV ID NR: 1 (de exemplu, o secventd care are cel putin 97%
identitate de secventd cu (de exemply, cel putin 98% sau cel putin 99% identitate de secventd cu)
secvenfa din SECV ID NR: 1); o secventd conform SECV 1D NR: 4; o secventi care are cel putin
96,5% omologie cu secventa din SECV ID NR: 4 (de exemplu, ¢ secventd care are cel putin 96,5%
identitate de secventdt cu secvenfa din SECV ID NR: 4); si o secventd care are cel putin 97%
omologie cu {de exemphy, cel putin 98% sau cel putin 99% omologie cu) secventa din SECV ID
NR: 4 (de exemplu, o secventd care are cel putin 97% identitate de secventd cu (de exemplu, cel
putin 98% sau cel pulin 99% identitate de secventd cu) secvenfa din SECV ID NR: 4). De
preferintd, secventa (acid nucleic) care codificd lantul o din hCG mu este secvenia care cste
inregistratd ca ABO07338 (adica, de preferinia, secventa (acid nucleic) care codificd lanful o din
hCG nu este cea prezentatd in SECV ID NR: 5). In plus, celula poate cuprinde, integrat, in
genomul sdu un ADNc care codifici o alfa-2,3-sialiltransferazi, de exemplu o secventd conform
SECV ID NR: 3. Celula poate cuprinde in plus, integratd, in genomul siu o secventd (acid mucleic)
care codificd lantul P din hCG, de exemplu secventa conform SECV ID NR: 2.

“clula gazda poate fi, de exemply, o celuld PER.C6®, o celuld HT1080, o celuld GT-5s
etc. De preferintd, celula oste o celuld PER.Co®.

Se va aprecia ¢i termenul "o secventd care codifica lantul o din hCG" sau "o secventd
(acid nucleic) care codifica lanful o din hCG" utilizat in prezenta se referd de asemenea la o
secventd care codificd lanful o din FSH (sau o secven{d care codificd lanful o din LH) deoarece
lantul o din hCG este acelasi cu cel pentru FSH (s1 LH).

Termenul "secventd de acid nucleic” se referdl, in prezenta, la oricare moleculd de acid
nucleic care coditica polipeptide cum ar fi peptide, proteine etc. Aceste molecule de acid nucleic
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pot fi formate din ADN, ARN sau analogi ai acestora. Totugi, sunt preferate molecuicle de acid
nucleic obtinute pornind de la ADN.

Persoana de specialitate in domeniu este 1n misurd sa inteleagd in mod clar faptul ¢i
modificarea unei secvenfe de nucleotide de pornire descric procesul de optimizare in ceea ce
priveste utilizarea codonilor. Modificdrile introduse pot fi identificate cu usurintd comparind
secventa modificatd si secventa de pornire. Mai mult decat atat, ambele secvenie (adicd secvenia
de pornire §i secventa optimizatd) vor codifica aceeasi secventd de aminoacizi.

Secventa de aminoacizi a lantului o din hCG umand cste dezviluitd iIn W02011/042688
(mentionatd ca SECV ID NR: 1 in acel document) si accasta cste cea descrisd in Fiddes si
Goodman 1979, Accasta este inregistratd ca AHO07388 ¢, in cele ce wrmeazd cste prezentatd ca
SECV ID NR: 5. Secventa de aminoacizi a lantului $ din hCG umand este prezentatd in SECV ID
NR: 2 si este inscrisd ca NP 000728, Aceste secvenie de aminoacizi corespund secventelor de
aminoacizi de tip silbatic ale lanfului o- si ale lantului B- din hCG umand. Termenii "secventd de
acid nucleic de tip silbatic" sau "secventd de acid nucleic de pornire” pentru scopurile prezentei
invenfii s¢ referd la o secventd de acid nucleic care este destinatdi a fi utilizatd pentru
{suprajexprimarea intr-o celuld gazdi si carc nu a fost adaptatd la utilizarea codonilor din celula
gazda, dar este secventa cfectivid de acid nucleic de tip silbatic care codifica proteina. Termenul
"secventd de acid nucleic optimizatd" pentru scopurile prezentei inventii se referd la o secventd
care a fost modificatd pentru exprimare intr-o celuldl gazda prin adaptarea secventel de acid nucleic
nemodificat/de pornire. O secventd de acid nucleic optimizatd codificd o proteind care are aceeast
secventd de aminoacizi ca proteina codificatd de secventa nemodificatd. Solicitanfii au dezvoltat o
secventd optimizatd care codifici lantul o~ din hCG (a se vedea de exemplu SECV ID NR: 1 51 4,
Figura 1).

Conform prezente: inveniti, Intr-un alt aspect, este furnizatd o secventd de polinucicotide
{de exemplu, o secventit de polinucleotide care codificdt lantul o din hCG) care cuprinde o secventd
selectatd dintre o secventd de acid nucleic conform SECV ID NR: 1 ¢ secventd de acid nucleic
conform SECV I NR: 4; o secvenia de acid nucleic cu cel putin 97% identitate de secventd cu
{de exemiphy cel putin 98% sau cel pulin 99% identitate de secvenia cu) acidul nucleic din SECV
D NR: 1 si o seoventd de acid nucleic cu cel pufin 97% identitate de secventa cu (de exemplu, cel
putin 98% sau cel putin 99% identitate de scoventa cu) acidul nucleic din SECV ID NR: 4

Conform prezentei inventit, intr-un alt aspect, este furnizatd ¢ metodd de producere a
hCG recombinantd intr-o cehddd, metodi care cuprinde cultivarca celulet intr-un medin adecvat si
recoltarea proteinel recombinante (hCG)Y din respectiva celulll si/san medind mentionat (de
exempln, recoliarea hCG recombinantd din supernataniud culturyi celulare), 1n care celola (celula
gazda) cuprinde, integratd, n genomul sdo o secvenia (acid mucleic) care codificd lantol o din hCG
selectatd dintre: o secventd conform SECV ID NR: 1. ¢ secventd care are cel putin 96,5%
omologie cu secventa din SECV ID NR: 1 (de exemplu, o secven{d care are cel putin 97%
omologie cu {de exemphy, cel putin 98% sau cel putin 99% omologie cu) secventa din SECV ID
NR: 1], o secventd conformn SECV 1D NR: 4; o secventd care are cel putin 96,5% omologic cu
secventa din SECV ID NR: 4 (de exemaplu o secventd care are cel putin 97% omologic cu {de
xemplu, cel putin 98% san cel putin 99% omeclogie cu) secventa din SECV ID NR: 4 st ¢
secventd care are cel putin 97% identitate de secventd cu (de exemplu, cel putin 98% sau cel putin
$9% identitate de secventd cu) secventa din SECV ID NR: 4). De preferintd, secventa (acid
nucleic) care codificd lantul o din hCG nu cste secventa care este inregistratd ca AHD07338.
Celula poate cuprinde, n plus, integrat in genomul siu uwn ADNc care codificd o alfa-2,3-
sialiltransferazi, de exemplu o secventd conform SECV ID NR: 3. Celula poate cuprinde, in plus,
integratd in genomul sdu o secventd (acid nucleic) care codificd lantul f din hCG, de exemplu
secvenfa conform SECV ID NR: 2. Metoda poate include o ctapid sau ctape suplimentari(c) de
purificare a hCG recombinantd obtinutd din cclula mentionatd si/sau mediul menfionat (de
exemplu purificarea hCG recombinantd din supernatantud culturii celulare).

“clula (gazdd) poate fi, de cxemplu, o celuld PER.Co®, o celuld HT1080, o celuld GT-5s
etc.. De preferintd, celula este o celuid PER.Co®.

Secventa (acid nucleic) care codificd lantul o din hCG poate fi sclectatd dintre: o secventd
care are cel pufin 97% omologie cu (de exemply, cel putin 98% sau cel putin 99% omologie cu)
secvenfa SECV ID NR: 1 (de exemplu, o secventd care are cel putin 97% identitate de secventd cu
{(de exemplu, cel putin 98% san cel pufin 99% identitate de secventd cu) secventa din SECV ID
NR: 1) o secventd conform SECV ID NR: 4; o secventdl care are cel putin 90% omologic cu
secventa din SECVY 1D NR: 4 (de excmplu o secventi care are cel putin 90% identitate de sccventa
cu secventa din SECV ID NR: 43; si ¢ secventd care are cel putin 97% omologic cu (de exemplu,
cel putin 98% sau cel putin 99% omologie cu) secventa din SECV ID NR: 4 {de exemplu, o
secventd care are cel putin 97% identitate de secventd cu (de exemplu, cel putin 98% sau cel putin
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99% identitate de secventd cu) secventa SECV ID NR: 4). De preferintd, secventa (acid mucleic)
care codificd lantul « din hCG nu este sccventa care oste inregistratd ca AHO07338. Celula poate
cuprinde, in plus, integrat, in genonul siu un ADNc care codificd o alfa-2,3-sialiltransferazi, de
exemplu o secventd conform SECV ID NR: 3. Celula poate cuprinde, in phas, integrati in genomul
sdu o secventd (acid nucleic) care codificd lantul f din hCG, de exemplu secventa conform SECV
ID NR: 2. Metoda poate include o ctapd sau ctape suplimentari(e) de purificare a hCG
recombinantd obfinuta din celula meniionat si/sau mediul mentionat (de exemplu purificarea hCG
recombinanti din supernatantul culturii celulare).

Termenul "celuld gazda" pentru scopurile prezented inventii se referd la oricare celula care

este utilizatd, in mod obignuit, pentru exprimare, adicd {ranscriptia si translatia secvenielor de acid
nucleic pentru producerca de exemplu a polipeptidelor. Tn special, termenul "celuld gazdd" san
"organism” se referd la procariote, eucariote inferioare, plante, celule de insecte sau sisteme de
culturd de celule de mamifere. De preferintd, celula gazdi este o celuld de mamifer, mai preferabil
celula gazdd este o celuld umand, chiar mai preferabil celula gazdd este o celuld PERCO®,
(6623 Termenul "moleculd de acid mucleic recombinant” In intelesul prezentei inventii este
destinat sa cuprindi toate felunle de molecule de acid nucleic care sunt capabile si fie introduse
intr-o celuld gazdi si si efectueze exprimarea unct secvente de acid nucleic care este continutd in
molecula de acid nucleic recombinant. Termenul include, de exemplu, vectori plasnudici §i vectori
virali (de exemplu, vectori adenovirali, lentivirali si retrovirali), asa cum este bine cunoscut In
domeniu.

Este oferitd o moleculd de acid nucleic recombinant care cuprinde o {(primi) sccventd de
acid nucleic care codificd lantul o din hCG, care (primi) secventdt de acid nucleic este selectatd
dintre o secventd conform SECV ID NR: 1; o secventd care are cel putin 96,5% omologic cu
secvenfa din SECV ID NR: 1 {de excmpln, o secvenid care are cel putin 96,5% identitate de
secventd cu secventa din SECV 1D NR: 1), o secventd care are cel putin 97% omologie cu (de
exempio, cel putin 98% sau cel putin 99% omologic cu) secvenia din SECV ID NR: | (de
exempin, o secventdl care are cel pulin 97% identitate de secventd cu (de exemplu, cel putin 98 %
sap cel potin 99% identitate de secvenia cu) secvenia din SECV ID NR: 1) o secvenia conform
SECV ID NR: 4; o secventd care are cel pufin 96,5% omologic cu secventa din SECV ID NR: 4
{de exemply, o secventd care are el putin 96,5% identitate de secventd cu secventa din SECV ID
NR: 4; st 0 secventd care are cel putin 97% omologie cu {de excmphy, cel potin 98% sau cel putin
99% omologie cu) secventa din SECV ID NR: 4 {de exemply, o secventd care are cel putin 97%
identitate de secvenia cu (de exemplu, cel putin 98% sau cel putin 99% identitate de secventd cu )
secventa din SECV ID NR: 4). Molecula de acid nucleic recombinant cuprinde atdt ¢ secventa de
acid nucleic optimizatd care codificd lanful o din hCG umani, ¢it si o secvenid de acid nucleic
carc codificd lantul B din hCG. De preferintd, (prima) secventd de acid mucleic este sub controlul
unut promotor care este activ intr-o celuld gazdd De preferintd, molecula de acid nucleic
recombinant mai cuprinde o a doua secventd de acid nucleic care codifica lantul 8 din hCG. Ceade
a doua secventd de acid nucleic care codifici lanful § din hCG poate fi secvenia conformy SECV ID
Cea de a doua secvent? de acid nucleic poate fi sub controlul umui promotor separat care este activ
intr-o celuld gazda. Prima secventd de acid nucleic si/san cea de a doua secventd de acid nucleic
poate fi sub controlul unu promotor viral (de exemply, un promotor CMVie).

Este oferitd o celuldl gazdd care cuprinde sau care include o maoleculd de acid mucleic
recombinant asa cum a fost prezentatd anterior (de exemplu, o celuld gazdd care cuprinde ¢
moleculd de acid pucleic recombinant care cuprinde o (primi) secvenid de acid nucleic care
codificd lanful o din hCG umand, care (primd) secventd de acid nucleic este selectatd dintre o
secventd conform SECV ID NR: 1; o secventd care are cel putin 96,5% omologie cu secventa din
SECV ID NR: 1 (de exemplu, o secventd care are cel putin 96,5% identitatc dec secventd cu
secvenfa din SECV ID NR: 1); o secventd carc are cel putin 97% omologic cu (de exemplu cel
putin 98% sau cel putin 99% omologic cu) secventa din SECV ID NR: 1 (de exemplu secventd
care are cel putin 97% identitate de secventd cu (de exemplu cel putin 98% sau cel putin 99%
identitate de secventd cu) secventa SECV ID NR: 1); o secventd conform SECV ID NR: 4; o
secventd care are cel putin 96,5% omologic cu secventa SECV ID NR: 4 (de exemply, o secventd
care are cel putin 96,5% identitate de secventd cu secvenia din SECV ID NR: 4); si o secventl care
are cel putin 97% omologic cu (de exemplu, cel pufin 98% sau cel putin 99% omologie cu)
secventa din SECV ID NR: 4 (de cxemplu, o secventd carc are cel putin 97% identitate de
secventd cu (de exempluy, cel putin 98% sau cel putin 99% identitate de secventd cu) secventa
SECV ID NR: 4).

Solicitantit au constatat ci celulele (celulele gazdi), linitle celulare care incorporeazd
aceste celule gazda, moleculele de acid mucleic recombinant, polinucleotidele si metodele conform
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inventiei pot produce hCG recombinantd cu randament si puritate ridicate {de exemplu, cu pulin
iant beta liber).

In cele de fatd, hCG recombinantd ("thCG" sau "rechCG") include o2,3- sialilare §i 02,6-
sialilare §i hCG recombinantd este produsd intr-o celuld asa cum este descris si revendicat in
prezenta. Respectiva hCG recombinantd poate avea un confinut de acid sialic [exprimat in termeni
privind raportul de moli de acid sialic fatd de moli de proteine] cuprins in intervalul de la 12
mol/mol pani la 20 mol/mol, de exemplu de 1a 12 mol/mol pnd la 15,5 mol/mol, de exemplu de la
12 mol/mol pand 1a 14,9 mol/mol. Respectiva thCG (sau preparat rhCQG) poate avea un confinut de
acid sialic cuprins in intervalul de la 12,5 mol/mol pini la 14,5 mol/mol, de exemplu un continut
de acid sialic de 1a 12,8 mol/mol pinid la 13,2 mol/mol. Respectiva thCG (sau preparatul rhCG)
poate avea un continut de acid sialic de 13 mol/mol.

Respectiva thCG poate i prezentd ca o singurd izoforma sau ca un amestec de izoforme.

Respectiva thCG recombinantd (san preparat thCG) produsi prin metodele si celulele
conform invenfici inclade o2 3-sialilare si g2 G-sialilare. Prin sialilare se intelege cantitatea de
resturi sialice prezente pe structurile de carbohidrati hCG. Exprimarea o2,3-sialilare inscamnd
sialilare in pozitia 2,3 (asa dupd cum este bine cunoscut in domenin); si sialilarea ¢2.6 inscamnd
sialilare Ia porzitia 2,6 (de asemenea, bine cunoscutd in domeniu). Astfel, In prezenta, exprimarca
"% din sialilarea totald poate fi o sialilare ¢2,3" sc referd 1a % din numéral total de resturi de acid
sialic prezente in hCG care sunt sialilate in pozitia 2,3. Termenul "% din sialilarea totald care este
a2, 6-sialilare” se referd la % din numdrad total de resturi de acid sialic prezente In hCG care sunt
sialilate in pozitia 2,6. Termenul "% din sialilarea totald care este o2, 8-sialilare” se referd Ia % din
mumdral total de resturi de acid sialic prezente in hCG care sunt sialilate in pozitia 2.8,

Respectiva thCG (san preparat thCG) produsd prin metodele st cu celulele conform
inventiel poate avea de la 1% pand la 99% din sialilarca totald care este v2,3-siahlare. Respectiva
thCG (sau preparat thCG) produsd prin metodele si cu celulele conform inventici poate avea 1%
pand la 90% din sialilarca totald carc este ¢2,3-sialilare. Respectiva thCG (san preparat thCG)
conform inveniiet poate avea 0% sau mai mult din sialilarca totald ca fiind o2,3-sialilare, de
exempln, 10% pand 1a 90% din sialilarea totald poate A o2, 3-siakilare. De exemply, 20, 30, 40, 45,
50, 55, 60, 70, 80 sau 90% sav mai mukt din sialilarca totald poate fi v2,3-sialilare. 45% péna la
80% din sialilarea totali poate fi o2 3-sialilare, de exemplu 50% pana la 70% din sialilarea totald
poate fi o2 3-siglilare, de exempluy 35 pand la 65% din sialilarea totald poate fi o2, 3-sialilare.
Respectiva thCG (san preparat thCG) poate inchude o2, 3-siahlare intr-o cantitate care este de Ia 65
pand la 95% din sialilarea totald, de exemplu de la 70 pand la 90% din sialilarca totald, de excmplu
de Ia 85 1a 90% din sialilare tolald.

Respectiva thCG (san preparat thCG) produsd prin metodele st cu celulele conform
nveniiel poate avea de la | pana la 99% din sialilarea totald ca fiind ¢2,6-sialidare. Respectiva
th{CG (sau preparat th(C(G) conform inventiel poate avea de la 5 pénd Ia 50% din sialilarea totald ca
fiind o2,6-sialilare. De exemplu de 1a 5 pand 1a 45%, de exemplu de 1a 6 pand ia 40%, de exempiu
de 1a 7 pani la 30%, de exemplu de 1a 8 pani la 20% din sialilarea totald poate fi 02,6~ sialilare.
Respectiva vhCG (sau preparat rh(C(G) poate inchude ¢2.6-sialilare intr-o canuitate care este
cuprinsd in intervalul de 1a 20 pand ia 75% din sialilarea totala, de exemplu, de 1a 30 péni la 60%
din sialilarea totald, de exempliu de la 35 pand la 45% din sialilarea totald. Respectiva thCG (sau
preparat thCG) poate include o2,6-sialilarea 1ntr-0 cantitate care coste de la 3 pand Ia 35% din
sialilarea totald, de exemplu de la 10 pand 1a 20% din sialilarea totald. De excmplu, de la 11 phnd
1a 55% din sialilarca totald poate fi ¢2,6- sialilare.

Respectiva thCG sau preparatyl thCG produsi(produs) prin metodele si cu celulele
conform inventici mai poate include, optional, o2 8-sialilarea. Respectiva thCG (sau preparat
thCG) conform inventici poate avea 5% sau mai putin din sialilarca totald ca fiind o2 .8-sialilare,
de exemplu 0 pand 1a 4%, de exemplu de 1a 0,1 pand la 4% din sialilarea totald poate fi o2.8-
sialilare. Respectiva thCG (sau preparat thCG) conform inventici poate si nu aiba o2,8-sialilare.

Respectiva thCG (sau preparatul rhCG) produsi(produs) prin metodele §i cu celulele
conform inventici poate avea un confinut de acid sialic (cantitate de sialilare per moleculd hCG) de
(pc baza masei de proteine, mai degrabi decit a masei de proteine plus carbohidrati) de 6% sau
mai mult {de exemplu intre 6% si 15%, de exemplu intre 7% si 13%, de cxemplu nire 8% st 12%,
de exemplu intre 11% i 15%, de exemplu intre 12% st 14%) in masi.

Respectiva thCG (sau preparatul thCG) poate fi produsd sau exprimatd intr-o linie
celulard umand, de exemplu o linic celulard PER.C6®, ¢ linic celulard HT1080 etc.. Respectiva
thCG (sau preparat thCG) poate i produsi sau exprimatd intr-o linie celulard derivati de la om sau
¢ linie celulard umand modificati, de exemplu o linie celulard derivatd PER Co6® sau linie celulard
PER.Co6® modificatd, o hinie celhulard HT1080 modificatd sau hinic celulard derivatd HT1080 ctc..
Intr-un exemplu preferat, thCG este produsi sau exprimatd intr-o linie celulard PER.CO®, o linie
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celulard derivatd PER.CO® sau o linie cclulard PER C6® modificatd. Respectiva thCG care este
produsi sau exprimati intr-o linie celulard umand (de exemplu, o linie celulard PER.C6®, o linic
celulard HT1080, o linie celulard (GT-55) va mclude unii acizi sialici 2,6-legati (02,6 sialilare)
furnizati prin activitatea sialil transferazei endogend [a liniei celulare] ¢ va include unii acizi
sialici o2,3-legati (¢2.3 sialilarc) furnizati prin activitatea sialil transferazei endogend [a linici
celulare]. Linda celulard poate fi modificatd folosind o2, 3-sialilransferaza. In mod alternativ sau
suplimentar, linia celulard poate fi modificatd utilizand o2.,6-sialiltransferazd. Acest lucru poate
simplifica (si face mai eficientd) metoda de producere, deoarece manipularea si controlul, de
exemplu, a medinhui de crestere celulard pentru a mentine sialilarca poate fi mai putin
critici{critic) decat in cazul procesclor cunoscute. Metoda poate fi, de ascmenca, mai cficientd,
deoarece existd putind thCG bazicd produsd in comparatic cu producerea produsclor thCG
cunoscute; se produce thCG mai acidd si separarca/indepdrtarea hCG bazice estc mai putin
problematica.

Respectiva thCG poate fi produsa folosind o o2, 3-sialiitransferazi, de exemphn produsi
utilizind o linie celulard wmand modificatd care utilizeazi o o2, 3-sialiltransterazd. Respectiva
thCG poate include acizi sialici o2.6-legati (02,6 sialilare) furnizati prin activitatea sialil
transferazei endogene. Respectiva thCG poate fi produsd utilizénd o ¢2,3- sialiltransferazi si/sau o
o2, 6-sialiltransferazd, de exemplu produsi utilizdnd o linie celulard umani modificati utiliznd o
a2, 3-sialiltransferazi si/sau o o2,6-sialiltransferaza.

Structura thCG contine fragmente de glican. Ramificarea poate avea loc cu rezultatul cd
glicanul poate avea 1, 2, 3, 4 san mai multe resturi terminale de zahir sau "anfene”, asa dupd cum
este bine cunoscut in domeniu. Respectiva thCG conform aspectelor inventiei poate avea glicani
cu structuri glican mono-antenare gi/sau bi-antenare si/sau tri-antenare si/sau tetra-antenare.
Respectiva thCG poate include structuri de glican mono-antenare si/sau bi-antenare si/san tri-
antenare §i/san tetra-antenare, de exemplu cu cantitdt relative dupil cum wrmeazd: de la 0,1 pind 1a
3% mono-antenare; de Ia 65% pana la 85% bi-antenare; de la 15 pani 1a 25% tri-antenare st de la
0,5 pind la 15% tetra-antenare {(de exemplu, asa cum se aratd in analiza WAX a glicanilor
incarcati).

Este furnizatd o compouzitie farmacenticd coprinzind o hCG recombinamtd thCG) care
are a2,3-sialilare si ¢2,6-sialilare, in care hCG recombinantd este produsid prin metodele si/sau cu
celulele dezviluite in prezenta. Respectiva thCG poate avea un contiout de acid sialic [exprimat in
termeni privind raportul Intre numéral de moli de acid sialic si numingd de moli de proteine] de Ia
12 mol/mol pand 1a 15,5 mol/mol, de exemplu de Ia 12 mol/mol pind Ia 14,9 mol/mol (de exempiu
asa cum a fost prezentat man Tnainde). Respectiva rhCG poate avea un continut de acid sialic de la
12.5 mol/mol pani la 14,5 mol/mol, de exemplo un coniinut de acid sialic de la 12,8 mol/mol pand
1a 13,2 mol/mol. De preferinti, thCG are un continut de acid sialic de 13 mol/mol.

Cornpozitia farmaceutica poate cuprinde, in plus, FSH si/san LH.

FSH poate fi obtinut prin oricare mijloace cunoscute in domeniu. FSH asa cum esie
utilizat in prezenta inchide FSH derivat de la om si recombinant. FSH derivat de 1a om poate fi
purificat din oricare sursi adecvata (de exempiu, urind) prin oricare metodd cunoscutd in domenin
FSH poate fi FSH recombinant - de exemplu exprnimat intr-o linie celulard umand. Metodele de
exprimare si de purificare a FSH recombinant sunt bine cunoscute in domenin,

L.H poate fi obtinut prin oricare mijloace cunoscuie in domenin. LH, asa cam ¢ste utilizat
in prezenta, include LH derivat de la o i recombinant. LH derivat de 1a om poate fi purificat din
oricare sursd adecvatd (de exemplu, urind) prin orice metoda cunoscutd n domeniu. Metodele de
exprimare si purificare a LH recombinant sunt cunoscute in domenin,

Comporzitia farmaceuticd poate fi pentru san pentru utilizare in tratamentul infertilititii,
de exemplu pentru utilizare in tchnologiile de reproducere asistatd (ART), inducerea ovulatiei sau
inseminarea intrauterind (IUD). Compozitia farmaceuticl poate fi pentru sau pentru utilizarea in
declansarca maturdrii finale/ovulaticl si a lutcinizirii, stimularea dezvoltdrii foliculare la fomeile
cu deficit sever de LH si FSH si/sau in suportul huteal (¢hCG/ALH). Compozitia farmaceutici poate
i pentru sau pentr utilizare in inducerea dezvoltirii monofoliculare la femeile anovulatoriit WHO
de tip 1T (de exemply, thCG cu rLH), pentru imbunititirea rdspunsului multifolicular cu amorsarea
LH la pacientii supust COH (de exemplu, thCG cu rLH) i pentru suplimentarea 1a COH pentru a
imbundtdti ratele de implantare/sarcind (de exemplu, thCG cu tLH) si/sau cresterea ratelor de
sarcind in tchnologiile de reproducere asistatd. Compozitia farmaceuticd poate i pentru sau pentra
utilizare in prevenirea avorturilor (spontanc) si/sau In prevenirea prematuritifii. Compozifia
farmacentica poate fi pentru sau pentri utilizare in tratamentul endometriozel.

Compozifia farmaceutici poate i utilizatd, de exemply, in afectiuni medicale unde sunt
atilizate preparate hCG cunoscute.
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Comporzitiile farmacentice pot fi formulate in compozifit bine cunoscute pentru oricare
cale de administrare a medicamentului, de exemplu pe cale orala, rectald, parenterald, transdermici
(de cxemplu, tchnologia plasturelni), intravenoasd, intramusculard, subcutanatd, intracisternald,
intravaginald, intraperitoncald, locald (pulberi, unguente sau picituri) sau ca spray bucal sau nazal.
O comporzitic carasteristicd cuprinde un purtitor acceptabil farmaceutic, cum ar fi solutie apoasi,
excipienti netoxict, incluzind siruri si conservanti, substante de tamponare si altele asemenea, asa
cum este descris in Remington’s Pharmaceutical Sciences editia a cincisprozecea (Matt Publishing
Company, 1975), 1a paginile 1405 pind la 1412 51 1461 pand Ia 87 g1 forumul national editia a
paisprezecea XIV (American Pharmacecutical Association, 1973), printre altele. Exemplele de
purtitori, diluanti, solventi sau vehicule farmaccutici(e), aposi(apoasc) si neaposi{ncapoase),
adecvati(ic) includ apd, ctanol, polioli (cum ar fi glicerind, propilen glicol, polictilen glicol si
altele(altii) asemenea), carboximetilceluloza st amestecuri adecvate ale acestora, uleiuri vegetale
{cum ar §i ulei de misline} si estert organici mnjectabili, cum ar fi oleatul de etil. Compozifiile pot
contine, de asemenea, aditivi, cumn ar fi, dar fard limitare la, conservanfi, agenti de umectare,
agenti de emulsionare s agenfi de dispersie. Agentii antibacterieni si antifungici pot i inclusi
pentru a preveni cresterea microbilor si includ, de exemplu, m-crezol, alcool benzilic, paraben,
clorbutanol, fenol, acid sorbic st altii asemenea. Mat mult, poate fi de dorit sa se fie inclusi agenfi
izotonici cum ar fi zaharri, clorurd de sodiu si altii asemenea.

In unele cazuori, pentru a realiza o actiune prelungitd, este de dorit s3 fic Incetinitd
absorbtia hCG (si a altor ingrediente active, dacd existd) din injectic subcutanatd sau
inframusculard. Acest hacru poate fi realizat prin utilizarea unel suspensii lichide de material
cristalin sau amorf cu solubilitate redusi in apd. Viteza de absorbtic a hCG depinde apot de viteza
acesteia de dizolvare care, Ia randul ei, poate depinde de dimensiunea cristalului si forma
cristaling. In mod alternativ, absorbia intArziatd a unei forme combinate de hCG administratd pe
cale parenterald este realizatd prin dizolvarca saw suspendarea combinatiei de hCG intr-un vehicul
uleios. Formele de depozit injectabile pot fi realizate prin formarea matricilor de mucromncapsulare
ale hCG (51 a altor agenti, dacd sunt prezenti) in polimeri biodegradabili, cum ar fi polilactida-
poliglicolida. Viteza de cliberare a hCG poate fi controlati in functie de raportal dintre hCG si
polimer si de natura polimerului special otilizat. Exemplele de alti polimen biodegradabili inclod
polivinilpirolidona, poli {(orioesteri), poli{anhidnde) etc.. Formulanle injectabile depozit sunt, de
asemenea, preparate prin incapsularea hCG in Hpozomi sag microernuldsii care sunt compatibili(e)
cu fesuturile corpului. Formmlirile injectabile pot fi sterilizate, de exemplu, prin filtrare printr-un
filtru de retinere a bacteriilor sau prin Incorporarea agenitlor de steritizare sub forma de compozifii
solide sterile care pot A dizolvate sau dispersaie 1n apd sterild sau alt mediu steril injectabil chiar
inainic de utilizare. Formudanle injectabile pot fi furnizate in oricare recipient adecvat, de exemplu
flacon, seringd preumpluid, cartuse de injectare si alicle asemenea.

Formmlirile (de exemplu, formmiarea injectabild) pot fi furnizate ca un produs care au
compozitii farmaceutice care contin hCG (optional cu FSH, LH ¢tc.). Dacd existh mai mmlt decat
un ngredient activ (adicd hCG si de exempilu FSH sau LH) acestea pot fi adecvate pentru
administrare, in mod separat sau impreund. Dacd se administreazd In mod separat, administrarca
poate fi secventiald. Produsul poate fi furnizat in oricare ambalaj adecvat. De exemplu, un produs
poate confine un pumdr de seringt sau flacoane preumphite care contin fic hCG, FSH, fic ¢
combinatic atit de FSH, ¢4t st de h(CG. Seringile sau flacoancle pot fi ambalate intr-un ambalaj co
blistere sau in alte mijloace pentru a mentine stenilitatea. Un produs poate contine, 1n mod optional
instructiuni pentru utilizarea formuldrilor hCG st FSH.

Valoarea pH-ulm §i concentratia exacti a diferitelor componente ale compozitici
farmaccutice sunt ajustate in conformitate cu practica de rutind din acest domeniu. A se vedea
GOODMAN and GILMAN's THE PHARMACOLOGICAL BASIS FOR THERAPEUTICS,
editia a-7-a. Intr-o variantd de realizare preferatd, comporzitiile conform inventiei sunt furnizate ca
compozifii pentru administrare pe cale parenterald. Metodele gencrale pentru prepararea
formuldrilor parenterale sunt cunoscute in domeniu si sunt descrise in REMINGTON,; THE
SCIENCE AND PRACTICE OF PHARMACY, supra, la paginile 780-820. Comporitiile
parenterale pot fi furnizate ca formularc lichid2 sau ca un solid carc va fi amestecat cu un mediu
steril injectabil chiar inainte de administrare. Intr-o variantd de realizare, comporzitiile parenterale
sunt furnizate ca forme unitare de dozare pentru usurarea administririi si uniformitatea dozérii.

Descrierea detaliati a inventiei
Prezenta inventic va fi acum descrisi mai in detaliu cu referire Ia urmatoarele exemple si

1a desenele atasate in care:

Figura 1 prezintd secvente de acid nucleic si aminoacizi derivafi ai secventei alfa hCG optimizat;
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Figura 2 prezintd secvente de acid nucleic si de aminoacid derivati ai secventet beta hCG;

Figura 3 prezintd sccventele de acid nucleic si de aminoacizi derivati ai ST3GAL4

Figura 4 prezinti o hartd plasmidicd a vectorulut de exprimare phCGalfa/beta;

Figura 5 prezintd vectorul de exprimare o2,3-sialiltransferazi (ST3GAL4);

Figura 6 prezintd detectarca izoformelor thCG cu IEF colorate cu Coomassie Blue in compozitii
conform inventiei (benzile 4, 3, 6 1 7, 15 ?7¢g per band i), compozitia derivatd din CHO din stadiul
tehnicii, Ovitrelle (banda 2, 15 7g); st un produs din urind umani obtinut de la femeile insircinate
Novarel (banda 3, 157g); s

Figura 7 compard concentratia de hCG ("alfa-beta hCG™) si lantul beta liber ("beta hCG") produse
folosind celulele conform inventiei, incluzind secventa nucleicd "Optimizatd" a subunitdtii alfa,
comparativ cu concentratia de hCG ("alfa-beta hCG") si lanful beta liber ("beta hCG") produse in
celule exemple comparative, incluzind subunitatea alfa WT (de tip sdlbatic);

Exemplele 1 péndla?7

Prezentare generald a procesulud de dezvoltare a liniei celulare

O singurd plasmmdd care poartd lanturile alfa si beta hCG, ficcare condus de la un
promotor CMVie separat, a fost transfectatd In celule PER.CO® prin electroporare.

Aceastd plasmida a purtat o casctd de genil de rezistentd la neomicind (Fig 4) permitind
selectarea transfectantilor utiliznd G418 (Geneticin). Pool-urile (reunirile) de wansfectanti au fost
extinse ¢ apoi supuse clondni cu diluare himitatd in plici cu 96 de godeuri sub selectia G418,
Linitle clonale au fost extinse si coloniile cu exprimare ridicatd au fost identificate pe baza titrului
hCG in supernatantol culturii celulare.

Au fost selectate cinci clone conducitoare, pe baza unei productivitdti ndicate si fiecare a
fost apoi transfectatd cu ¢ a doua plasmidd carc exprimd gena o2, 3-sialiftransferaza ST3GAL4
impreund cu markerul de selectic pentru higromicind (Fig 5). Ficcarce dintre cele cinci pool-uri de
transfectic a fost extins st supernataniele culturit celulare au fost evaluate pentnu concentratia hCG
st parametrii farmacocinetici (FK) in vivo.

Pool-urile promititoare au fost apoi supuse uni alt ciclu de clonare cu dituare himitata.
Clonele rezultate aw fost extinse si supernatantele culturii celolare ap fost evaluate pentru
concentrafia de hCG si galactoza expusad pe proteina hCG (prin lectind ELISA). Cele cu on nivel
scizut de galactozd expusd au fost supuse unor teste suplimentare, inchuzidnd PK in vive. Clonele
care au produs hCG cu profilun PK optime, au avot galactozit expusa scazutd ¢i an exprimat
proteina la niveluri ndicate au fost evaluate si selectate pentru caracteristicile de productivitate si
de crestere.

Exemplul 1: Selectia secventelor si a vectorilor plasmided

Regiunea de codificare a genei pentru polipeptida alfa hCG este prezentatd in Fig 1.
Regiunea de codificare a genet peniru secventa de polipeptidd alfa hCG este mentiopatd, in
prezenta, ca SECV ID NR: 1.

Regiunea de codificare a genei pentru polipeptida beta hCG a fost utilizatd in
conformitate cu Fiddes si Goodman (1980). Secventa este inregistratd ca NP 000728 g este in
concordantd cu sccveniele de proteine din CGbeta3, CGbetaS si CGbeta7. Secventa este
mentionata, in prezenta, ca SECV ID NR:2.

Regiunea de codificare a genei pentru beta-galactozidd alfa-2,3-sialiftransferaza 4 (02,3~
sialiltransferazd, ST3GAL4) a fost utilizatd in conformitate cu Kitagawa si Paulson (1994).
Secventa cste inregistratd ca L.23767 si mentionatd, in prezenta, ca SECV ID NR: 3.

Au fost utilizate doud plasmide: prima, phCG, co-exprimd Isnfurile alfa si beta hCG; si a
doua, exprimi gena sialiltransferazd ST3GAL4.

Fxemplul 2a: Constructia vectorului de exprimare b6

Respectiva phCG este un lant alfa sintetic a hCG, optimizatd pentru utilizarca codonilor
i celulele de mamifere, incluzand peptida semnal alfa hCG nativA. Aceasta poate fi proiectatd prin
metode bine cunoscute in domeniu.

Secventa de codificare a polipeptidei alfa hCG (SECV ID NR: 1) si a polipeptidei beta
hCG (NP_000728, SECV 1D NR: 2) au fost amplificate prin PCR utilizand metode bine conoscute
in domeniu (2 se¢ vedea, de cxemplu, cererca internationald de brevet publicatd ca
WO2011/042688). ADN-ul alfa phCG a fost digerat cu BamHI si Nhel si inserat in site-urile
BamHI i Nhel pe un vector de exprimare de mamifer condus CMV (vectorul Crucell
pcADN3002Neo). Acesta a plasat gena in orientarea corectd pentru exprimare condusd de un
promotor CMVie cu un semnal BGH poliA in aval. Gena beta hCG nativd, incluzind peptida
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semnal nativd, a fost digeratd cu enzimele de restrictic Ascl si Hpal st inseratd in site-urile Ascl si
Hpal, astfel Incat exprimarea sd fie condusd de un al doilea promotor CMVie cu un scmnal BGH
poli A, suplimentar, in aval. Structura schelet a vectorului a inclus, de asemenea, un marker a
rezistentei la ncomicind, precum si elemente necesare pentru selectie si replicare in celulele
procariote. Vectorul a fost amplificat si secventiat folosind metode generale care sunt cunoscute in
domeniu. Secveniele lanfurilor beta native (de tip sélbatic) st alfa h(CG sunt prezentate in fgurde |
si, respectiv, 2.

Toate coloniile selectate pentru secventiere au continut secventele corecte conform SECV
ID NR: 161 SECVID NR: 2. Plasmida phCG A + B a fost sclectatd pentru transfectic (Figura 4).

Exemplul 2b: Constructia vectoruhui de exprimare ST3

Gena ST3GAL4 este exprimatd in pST3. Secventa de codificare a beta-galactozidei alfa-
2,3-sialiltransferazei 4 (ST3, 123767, SECV ID NR: 3, Fig 3) a fost amplificatd prin PCR
utilizand combinatia de primeri 2,38Tfw s1 2,38Trev.

2,38Tfw 5'-CCAGGATCCGCCACCATGTGTCCTGCAGGCTGGAAGC-3'
2,3S8Trev 5-TTTTTTTCTTAAGTCAGAAGGACGTGAGGTTCTTG-3'

ADN-ul ST3 amplificat rezultat a fost digerat cu enzimele de restrictiec BamHI si AfI1I si
inserate in site-urile BamHI st Af/I1 pe vectorul de exprimare de mamifer condus CMV, care poartd
un marker de rezistentdi la higromicind (vectorul pcADN3002Neo) astfel incat s3 fie localizat in
aval de promotorul CMVie si In amonte de secventa BGH polyA. Structura schelet a vectorului a
inclus, de asemenea, un element producitor a rezistentei la higromicind, precum si clemente
necesare pentry selectic si replicare in celulele procariote. Vectorul a fost amplificat asa cum a fost
descris anterior si secvential. Clona pST3 # | (Figura §) a confinut secven{a corectd conform
SECV ID NR: 3 si a fost selectatd pentru transfectie.

Exemplul 3 - Transfectia plasmidei

Plasnida phCG (Fig. 4), care are un singur site Pvul localizat in gena beta-lactamazei
procariote, a fost linearizatd cu Pvul (New England Bicolabs Nr. Cat. R0150). ADN-ul plasimdic
lindarizat a fost transfectat in cehile PER Co® dopd com nrmeazi.

Cultwrile celulare au fost menfinute in mediu PERMAB complet (CD4PERMARB
{(Hyclone Nr. Cat. SH30871.01) sophmentat cu L-glutamind la concentratia finald de 3mM
(Invitrogen Nr. Cat. 25030-123) ¢ Phuronic F68 la o concentratie finaldl de 1,0 g/1 {nvitrogen Nr.
Cat. 24040-032) mn baloane Erlenmeyer de 230 mi. Celulele an fost mentinute intr-um mcubator cu
agitare prin vibrare (Kuhner Chimo-shaker ISF1 - X) setat la 100rpm, 5% €O, st temperatira de
37°C, timap de cel pufin 14 zile inainte de transfectie. Cu 48 de ore inainte de transfectie, celulele
au fost transferate To mediu proaspit 1a o densitate de 0,5x10° celule/ml.

In ziva transfectici, celulele au fost numdrate intr-un Beckman Coulter ViCell XR pentru
a determina densitatea celulard si pentru asigurare ci viabilitatea a fost >90%. Celulele au fost
recoltate prin centrifugare gi resuspendate in mediu PERMARB proaspédt inainte de a fi amestecate
cu ADN phCG hmarizat. Mixul celule/ADN a fost electro-socat tn camera unui electroporator
setat 1a 250V ump de 5 msec, inainte de a fi transferat rapid la 10 ml de mediv PERMAB
preincilzit. Acest proces a fost repetat in total de 6 ori gi toate cele 6 transfectii au fost reunite tnir-
un singur balon de culturd de fesut T-175cm?. Balonul a fost plasat intr-un incubator static setat la
temperatura de 37°C, 5% CO.. Dupd 48 de ore, celulele au fost resuspendate in volumul adecvat
de PERMAB selectiv (mediu PERMAR complet + G418 (125%7g m0)) pentru a da o densitate de
celule viabile de 0,5x10° celule/mi.

Cultura reunitd a fost trasvazatd de doud ori pe siptimind, mentinidnd cclulele la o
densitate de ,3x10° celule/ml, in mediu selectiv pAnd cAnd viabilitatea celulard a crescut la >50%.
In acest moment, celulele au fost transferate in culturi sub agitare prin vibrare in baloane
Erlenmeyer de 250 ml. Dupd citeva sidptimani 1n cultura sub agitare prin vibrare, supematantul
reunit a fost esantionat st testat pentru concentratia de hCG. Odati ce a fost stabilit ¢d pool-ul a
fost pozitiv pentru exprimarea hCG, cehilele au fost pregitite pentru clonare cu diluare limitat.

O suspensic de celule la o densitate de 0.3 celule viabile/ml a fost preparatd in mediu
PERMARB suplimentat cu G-418 Ja 125 7g/ml. Suspensia de cclule a fost distribuitd in plici de
culturd tisulard cu 96 de godeuri cu fimd plat la 200pl/goden si incubatd intr-o atmosferd
umidificatd la temperatura de 37°C, 5% CO, (Binder CB150). Placile au fost scanate in mod
regulat folosind Genetix Clone Select Imager pentru a urmiri cresterea celulelor din fiecare godeu.

Dupd doud saptimani, au fost identificate 535 de godeun care contineau colonii de celule
in crestere, in mod activ. Supernatantii din aceste godeuri au fost esantionati si testafi pentru hCG
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folosind un kit comercial (DRG diagnostics HCG ELISA Nr. Cat. ETA1469). Pe baza rezultatelor
acestor teste, un total de 162 din colonii au fost transferate in plici cu 24 de godeuri care contin 0.5
ml/goden de mediu PERMARB sclectiv. Cand celulele din godeuri erau aproape de confluenti,
supernatantul din ficcare dintre cele 162 de godeuri a fost esantionat si testat pentru nivelurile de
hCG. Pe baza acestor rezultate, 91 dintre cele mai bune linii celulare de exprimare au fost selectate
pentru expansiunc in baloane T-25. Aceste linii celulare au fost din nou crescute pand aproape de
confluentd, moment in carc supernatantele au fost esantionate i testate pentru hCG asa cum a fost
prezentat mai inainte. Pe baza acestor rezultate, cele mai bune 58 de linii celulare de exprimare au
fost extinse in baloane T-75. Analiza ratei de producere specificd (SPR) a fost efectuati pe fiecare
dintre aceste 58 de linii celulare prin metode cunoscute in domeniu si productivitatea specifici a
fost exprimatd 1n pg/celuli/zi.

Astfel, in acest exemplu, o plasmidi care incorporeazi lanturi alfa si beta hCG a fost
transfectatd 1n celule PER Co® si transfectantii au fost selectati folosind mediu care contine G418,
Colontile de celule, in crestere, au fost supuse screening-ului pentru concentratia hCG in
supernatant §i cele care exprimi cel mai inalt nivel au fost extinse in continuare. Dupi ciclurile
ulterioare de extindere si screening au fost selectate 20 de clone care au exprimat hCG pentru
studii de crestere si de productivitate. Pe baza rezultatelor acestor studii au fost selectate S clone
pentru transfectie cu o a doua plasmida care Incorporeaza gena ST3GAL4.

Exemplul 4 - Transfectie cu plasmida ST3GAL4 pST3

Clonele stabile au fost generate asa cum a fost descris anterior in Exemplul 3.

Cele mai bune cinci clone produse prin metoda descriséd in Exemplual 3 au fost selectate
pentru transfectic cu plasmida ST3GAL4 pST3 (a sc vedea Exemplul 2, Figura 3 si 5). Transfectia
a fost efectuatii prin electroporare utilizind aceeasi metodd ca cea descrisd In Exemplol 3, cu
exceptia faptului ca transformantii au fost scleciatt in medin PERMAB complet, suplimeniat cu
higromicing la 0,5ug/ml in loc de G418. Folosind acecastd metodd, s-au obtinut cinct pool-uri care
aw exprimat hCG.

Probele de supernatante din pool-urile de transfectic au fost analizale intr-un model
farmacocinetic de sobolan si, pe baza acestor date Impreundl cu datele din testul de legare RCA-
fectind (carc mascard galactoza ¢xpusad la lanturile hCG), a fost selectat un singor pool pentra
clonarea cu diluare limitatd, ulierioard prin metode cunoscute In domeniy,

Aceasta clonare prin diluare a produs >600 de clone, fiecare dintre acestea fiind, de
asemenea, supuséd screeming-ului pentru exprimarea hCG si gradul de galactozd expusa. asa cum
este mdsural prin legarca RCA-lectind. Acele clone cu cele mai scizote miveluni de galactozi
expusa au fost extinse in continuare st probele au fost supuse Ia PK in vive st coroborini datelor de
legare a lectine:. Cinct clone derivate din singwul pool au fost evaluate in continvare pentra
caracteristicile de crestere si de productivitate.

Fiecare dintre aceste clone a fost extinsd si s-a realizat o bancid de celule stoc de
mnseminare urmand procedun standard de crioconservare. Stocurile de fa hanca de celule stoc de
inseminare au fost dezghetate si s-au dovedit a fi viabile.

Exempluol 5 - Analiza prin focalizare izoelectricd

Electroforeza este definitd ca transportal moleculelor incircate printr-un solvent printr-un
carmap electric. Mobilitatea unei molecule biologice printr-un camp eleciric va depinde de
intensitatea cAmpului, sarcina netd a moleculet, dimensiunea si forma moleculel, puterea ionicd si
proprietdtile mediului prin care moleculele migreaza.

Focalizarea izoelectricd (IEF) este o tehnica electroforeticd pentru separarea proteinclor
pe baza pl a acestora. Parametrul pl este pH-ul 1a care o proteind nu are sarcind netd §i mu va migra
mtr-un camp clectric. Continutul de acid sialic al izoformelor hCG modificd, subtil, punctul pl
pentru fiecare izoformd, care poate fi exploatatd folosind aceastid tchnicd pentru a vizualiza
izoformele Per. Co hCG din ficcare cloni.

Punctele izoelectrice ale izoformelor hCG produse de Per.C6 au fost analizate folosind
focalizarea izoclectricd. Pe.C6 hCG a fost produsi asa cum este descris in Exemplul 6.

Probele Pe.C6 hCG au fost separate pe geluri Novex® [EF continind 5% poliacrilamid3
1 conditii native pe un gradient de pH 3.0 -7,0 intr-o solutic de amfoliti pH 3,0 - 7,0. Proteinele au
fost vizualizate folosind colorarea Coomassie Blue, urmand metode bine cunoscute in domeniu.

Figura 6 prezintd detectarea izoformelor rthCG prin IEF colorate cu Coomassic Blue in
compozifii obtinute conform inventici produse pornind de la liniile celulare clonate realizate prin
metoda prezentatd in exemplul © (benzile 4, 5,6 51 7, 15 7g per
bandi); compozitia derivatd din CHO conform stadialui tehnicii, Ovitrelle (banda 2, 15 7g); si un
produs din urina umand obtinut de la femeile insdrcinate Novarel (banda 3, 157g). Benzile
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reprezintd izoforme ale hCG care contin numdre diferite de molecule de acid sialic. Figura 6 indicd
faptul ¢ hCG recombinantd derivatd din linda celulard umand, proiectatd cu o2, 3-sialiltransferazi
(compozitit conform inventici) este mai acidd decat Ovitrelle si hCG din arind de la femeile
insdrcinate.

Figura 7 compard concentratia hCG ("alfa-beta hCG") ¢ a lantului beta liber ("beta
hCG™) produse folosind celulele conform inventici (adicd folosind linii celulare realizate prin
metoda prezentatd in exemplele 1-4) care includ subunitatea alfa "optimizatd", in comparatic cu
concentratia de hCG ("alfa-beta hCG") si lantul beta liber ("beta hCG") produsi in celule din
exemplul comparativ, carc include subunitatea alfa WT (de tip silbatic). Figuwra 7 prezinti fapuul
¢i celulele conform inventici exprimd cantitdfi mari de hCG i un exces scizut de subunitate beta
{iberd. Cu alte cuvinte, randamentul si puritatea hCG recombinantd produsd cu celulele si prin
metodele conform inventiei sunt imbunititite in mod semnificativ.

Tabelul A indicd procentid de subunitdti B-hCG libere in probe semi-purificate din
diferite loturi de hCG produse folosind celulele conform inventiei (adici folosind linti celulare
realizate prin metoda prezentatdl in exemplele 1 pand la 4) care includ subunitatea alfa "optimizatid”
("Opt. Alfa hCG"), comparativ cu procentul de subunititi B-hCG libere in probele semi-purificate
de hCG produse in celulele din exemplul comparativ, incluzand subunitatea alfa WT (de tip
sdlbatic) ("WT alfa hCG"), asa cum este determinat prin cromatografie HPLC cu fenil-5PW
hidrofob.

Tabelul A ilustreaza faptul ¢ celulele conform inventici exprimd cantiti{i mari de hCG si
un exces destul de redus de subunitate beta liberd (5,7 - 10,6%) comparativ cu celulele care includ
subunitatea alfa WT (64 - 66%). Cu alte cuvinte, randamentul si puritatea hCG recombinantd
produsd cu celulele si prin metodele conform inventiei sunt imbunétdiite in mod semmificativ.
Tabeludl A

Clona % B-hCG libera (PHE-SPW)
alfa hCG WT (1G2) 64,1

alfa hCG WT (1G2) 66,0

alfa hCG Opt. (13,8) 5,7

alfa hCG Opt. (29) 7,5

alfa hCG Opt. (29) 6,6

alfa hCG Opt. (29) 10,6

Exemplul 6 - Prezentare gencrald a producerii si purificiri

A fost dezvoltatd o procedurd pentru a prodoce hCG recombinantd in celule PER.C6 care
an fost cultivate in suspensic in mediu fArd ser. Procedura este descris in cele ce urmeaza si a fost
aplicata mai multor linii celulare PER.C6 care produc hCG.

HCG recombinanid pornind de la clond transfectatd cu o2,3-sialiltransferazi a fost
preparatd utilizind metodele din Exemplele 1 pind la 4 descrise mai nainie.

Celulele au fost crescute in baloane cu agitator prin vibrare in mediv 6GRO (SAFC) pini
la obtinerea unei densititi celulare de 1 x 10° pand la 3 x 10° celule/mi. Cehulele au fost transferate
intr-un bioreactor cu rezervor, sub agitre, de sticld, de 5L, cu o densitate de aproximativ 1 x 10°
cehale/ml. Bioreactorsl a funchionat in modul perfuzie folosind un suport Proper 1 (Lonza).

In continvare, purificarea thCG prodos a fost efectnaid utilizdnd diverse etape de
ultrafiltrare, cromatografic de captare cu schimb de anioni si de cationi, cromatografie hidrofoba si
cromatografie cu pseudo-afinitate, prin metode bine cunocscute in domeniu.

In timpul toturor procedurilor cromatografice, prezenta hCG recombinantd imunoreactiva
a fost confirmath prin ELISA (DRG EJA 1469) st IEF (Exemplul 5).

Exempluol 7 - Continutul de acid sialic

Acidul sialic este un carbohidrat legat de proteine considerat a fi o monozaharidd si apare
in combinatie cu alte monozabaride cum ar fi galactozi, manozi, ghicozamini, galactozamini i
fucoza. Acidul sialic total per thCG purificatd conform inventiei a fost misurat folosind o metoda
bazati pe metoda hui Stanton si colaboratorii (J. Biochem. Biophys. Methods. 30 (1995), 37 - 48).

A fost mésurat contimutud total de acid sialic al probelor de hCG recombinantd Per 6,
modificati cu ¢2,3-sialiltransferazi (produsd prin metodele din Exermaplul 4 si 6) i rezuliatele sunt
cuprinse in Tabelul 1 prezentat in cele ce urmeazi [exprimate In termeni privind raportul dintre
moli de acid sialic si moli de proteine].

Fxemplul 8 - Bioanaliza hCG conform USP
A fost efectuatd o bicanalizd a hCG, pentru a determina activitatea specificd a hCG,
pentru fiecare dintre probele cuprinse Tabelul 1 prezentat in cele ce urmeazd. Activitatea a fost
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misuratd conform USP (USP Monographs: Chorionic Gonadotropin, USPC Official 8/1/09-
11/30/09), folosind Ovitrelle ca un standard. Ovitrelle are o activitate biclogicd de 26.000 [U/mg
(Curr Med Res Opin. 2005 Dec; 21 (12): 1969 - 76). Limita de acceptare a fost >21.000 U
hCG/mg. Activitatea biologicd pentru probele de hCG derivat din linia celulari umand din hCG-

5 uri recombinante, proiectate cu o 2,3-sialiltransferazi este inclhusd in Tabelul 1, prezentat in cele ce
urmeaza.
Tabelul ]
Proba 1 2 3 4 5 6
Continut de acid sialic (SA) (umol | 13 13 13 13 13 15
SA/umolhCG)
Eficacitate Ul/mg 25363 25009 24904 24623 25645 26623
% Eficacitate (Ovitrelle 26000 Ul/mg) 97,5 96,2 95,8 94,7 98,6 102,4
Proba 7 8 9 10 11
Continut de acid sialic (SA) (umol | 14 14 13 13 13
SA/umolhCG)
Eficacitate Ul/mg 27227 26142 26539 26181 24230
% Eficacitate (Ovitrelle 26000 Ul/mg) 104,7 100,5 102 101 93,2

10 Dupa cum se vede din cele prezentale anterior cficacitatea este similard st poate fi mai
mare decat ¢cea a Ovitrelle (a se vedea, de exemply, proba 7).
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Alfa hCG optimizata
Secventa de nucleotide a lantului alfa din hCG optimizata (SECV ID NR: 1)
1 ATGGACTACT ACCGGAAGTA  CGCCGCCATC TTCCTGGTGA
GTTCCTGCAC
61 GTGCTGCACA  GCGCCCCTGA  CGTGCAGGAC TGCCCCGAGT
GGAAAACCCC
121 TTCTTCAGCC  AGCCTGGCGC CCCTATCCTG CAGTGCATGG
CAGCAGAGCC
181 TACCCCACCC CCCTGCGGAG CAAGAAAACC  ATGCTGGTGC
GACCAGCGAG
241 AGCACCTGCT GCGTGGCCAA  GAGCTACAAC CGGGTGACCG
CTTCAAGGTG

CCCTGAGCGT

GCACCCTGCA

GCTGCTGCTT

AGAAAAACGT

TGATGGGCGG

301 GAGAACCACA CCGCCIGCCA CTGCAGCACC TGCTACTACC ACAAGTCCT

Secventa de proteine a alfa hCG optimizatad

1 MDYYRKYAAT FLVTLSVFLH VLHSAPDVQD

QCMGCCFSRA

CPECTLQENP

FFSQPGAPIL

61 YPTPLRSKKT MLVQKNVTSE STCCVAKSYN RVTVMGGFKYV ENHTACHCST CYYHKS

Polipeptida beta gonadotrofina corionicd umand

Numar de acces NP_000728

Secventd de nucleotide a lantului beta din hCG (SECV ID NR: 2)

Secventa de nucleotide

1 ATGGAGATGT TCCAGGGGCT GCTGCTGTTG
GACATGGGCA

61 TCCAAGGAGC  CGCTTCGGCC  ACGGTGCCGC
TGTGGAGAAG
121 GAGGGCTGCC CCGTGTGCAT CACCGTCAAC
CTGCCCCACC
181 ATGACCCGCG  TGCTGCAGGG  GGTCCTGCCG
CAACTACCGC
241 GATGTGCGCT TCGAGTCCAT CCGGCTCCCT
CCCCGTGGTC
301 TCCTACGCCG  TGGCTCTCAG  CTGTICAATGT
CACTGACTGC
361 GGGGGTCCCA  AGGACCACCC  CTTGACCTGT
CTCCTCTTCC
421 TCAAAGGCCC  CTCCCCCCAG  CCTTCCRAGT
CTCGGACACC

481 CCGATCCTCC CACAATAA

Secventa de proteine a lanfului beta din hCG

CTGCTGCTGA

CCCATCAATG

ACCACCATCT

GCCCTGCCTC

GGCTGCCCGC

GCACTCTGCC

GATGACCCCC

CCATCCCGAC

GCATGGGCGG

CCACCCTGGC

GTGCCGGCTA

AGGTGGTGTG

GCGGCGTGAA

GCCGCAGCAC

GCTTCCAGGA

TCCCGGGGCC
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1 MEMFQGLLLL LLLSMGGTWA SKEPLRPRCR PINATLAVEK EGCPVCITVN
TTICAGYCPT

61 MTRVLQGVLP ALPQVVCNYR DVRFESIRLP GCPRGVNPVV SYAVALSCQC
ALCRRSTTDC
121 GGPKDHPLTC DDPRFQDSSS SKAPPPSLPS PSRLPGPSDT PILPQ

Beta-galactozida alfa-2,3-sialiltransferaza 4
Numair de acces L23767
Secventd de nucleotide a ST3GAL4 (SECV ID NR: 3)

1 ATGTGTCCTG  CAGGCTGGAA  GCTCCTIGGCC  ATGTTGGCTC TGGTCCTGGT
CGTCATGGTG

61 TGGTATTCCA  TCTCCCGGGA  AGACAGGTAC  ATCGAGCTITT TTTATTTTCC
CATCCCAGAG
121 AAGAAGGAGC  CGTGCCTICCA  GGGTGAGGCA  GAGAGCAAGG  CCICTAAGCT
CTTTGGCAAC
181 TACTCCCGGG  ATCAGCCCAT CTTCCTGCGG  CTTGAGGATT  ATTTCTGGGT
CAAGACGCCA
241 TCTGCTTACG  AGCTGCCCTA  TGGGACCAAG  GGGAGTGAGG  ATCTGCTCCT
CCGGGTGCTA
301 GCCATCACCA  GCTCCTCCAT CCCCAAGAAC  ATCCAGAGCC TCAGGTGCCG
CCGCTIGTGTG
3ol GTCGTGGGGA  ACGGGCACCG  GCTGCGGAAC  AGCTCACTGG  GAGATGCCAT
CAACAAGTAC
421 GATGTGGTCA  TCAGATTGAA  CAATGCCCCA  GTGGCTGGCT  ATGAGGGTGA
CGTGGGCTCC
481 AAGACCACCA  TGCGTCICTT CTACCCIGAA  TCTGCCCACT TCGACCCCAA
AGTAGAAAAC
541 AACCCAGACA  CACTCCTCGT CCTGGTAGCT TTCAAGGCAA TGGACTTCCA
CTGGATTGAG
601 ACCATCCTGA  GTGATAAGAA  GCGGGTGCGA  AAGGGTITTCT GGAAACAGCC

TCCCCTCATC
661 TGGGATGTCA  ATCCTAAACA GATTCGGATT CTCAACCCCT TCTTCATGGA

GATTGCAGCT

721 GACAAACTGC TGAGCCTGCC  AATGCAACAG  CCACGGAAGA  TTAAGCAGAA
GCCCACCACG

781 GGCCTGTTGG  CCATCACGCT GGCCCTCCAC  CTICTGTGACT TGGTGCACAT
TGCCGGCTTT

841 GGCTACCCAG  ACGCCTACAA  CAAGAAGCAG  ACCATTCACT  ACTATGAGCA
GATCACGCTC

901 AAGTCCATGG  CGGGGTCAGG  CCATAATGTC TCCCAAGAGG  CCCTGGCCAT
TAAGCGGATG

961 CTGGAGATGG GAGCTATCAA GAACCTCACG TCCTTCTGA

Secventd de proteine a ST3GAL4
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15

1 MCPAGWKLLA
ESKASKLFGN
61 YSRDQPIFLR
IQSLRCRRCYV
121  VVGNGHRLRN
SAHFDPKVEN
181 NPDTLLVLVA
INPFFMEIAA
241  DKLLSLPMQQ

TIHYYEQITL

MD/EP 3286209 T2 2021.04.30

MLALVLVVMV

LEDYFWVKTP

SSLGDAINKY

FKAMDFHWIE

PRKIKQKPTT

17

WYSISREDRY

SAYELPYGTK

DVVIRLNNAP

TILSDKKRVR

GLLAITLALH

301 KSMAGSGHNV SQEALAIKRM LEMGAIKNLT SF

Lanful alfa din hCG optimizata

IELFYFPIPE

GSEDLLLRVL

VAGYEGDVGS

KGFWKQPPLI

LCDLVHIAGF

KKEPCLQGEA

AITSSSIPKN

KTTMRLEYPE

WDVNPKQIRI

GYPDAYNKKQ

Secventa de nucleotide a lantului alfa din hCG optimizata (SECV ID NR: 4)

1 GCCCCTGACG
CTTCAGCCAG

61 CCTGGCGLCC
CCcccaccece
121 CTGCGGAGCA

CACCTGCTGC

181
GAACCACACC

GTGGCCAAGA

TGCAGGACTG

CTATCCTGCA

AGAAAACCAT

GCTACAACCG

CCCCGAGTGC

GTGCATGGGC

GCTGGTGCAG

GGTGACCGTG

ACCCTGCAGG

TGCTGCTTCA

ARAAACGTGA

ATGGGCGGCT

241 GCCTGCCACT GCAGCACCTG CTACTACCAC AAGTICCT

Secventa de proteine a lanfului alfa din hCG optimizatd

1 APDVQDCPEC
KNVTSESTCC

TLQENPFEFSQ

PGAPILQCMG

61 VAKSYNRVTV MGGFKVENHT ACHCSTCYYH KS

polipeptida alfa hCG
Numdr de acces AH007338
Secventa de nucleotide din alfa hCG (SECV ID NR: 5)
1 ATGGATTACT ACAGAARATA

GTTTCTGCAT

61 GTTCTCCATT CCGCTCCTGA
GGAARACCCA
121  TTCTTCTCCC  AGCCGGGTGC
CTCTAGAGCA
181  TATCCCACTC  CACTAAGGTC
CACCTCAGAG
241 TCCACTTGCT  GTGTAGCTAA
TTTCARAGTG

TGCAGCTATC

TGTGCAGGAT

CCCAATACTT

CAAGAAGACG

ATCATATAAC

CCEFSRAYPTP

TTTCTGGTICA

TGCCCAGAAT

CAGTGCAIGG

ATGTTGGTCC

AGGGTCACAG

AARAACCCCTT

GCAGAGCCTA

CCAGCGAGAG

TCAAGGTGGA

LRSKKTMLVQ

CATTGTCGGT

GCACGCTACA

GCIGCTGCTT

AAAAGAACGT

TAATGGGGGG

301 GAGAACCACA CGGCGTGCCA CTGCAGTACT TGTTATTATC ACAAATCTTA A

Secventa de proteine din alfa hCG
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1 MDYYRKYAAT

QCMGCCFSRA
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FLVTLSVFLH

18

VLHSAPDVQD

CPECTLQENP

FFSQPGAPIL

61 YPTPLRSKKT MLVQKNVTSE STCCVAKSYN RVTVMGGFKYV ENHTACHCST CYYHKS

LISTINGUL SECVENTELOR

<110> Ferring Pharmaceutical A/S
<120> Metoda de producere a gonadotrofinei
<130> P/68899.WO001
<150> 15164965.4
<151> 2015-04-24

<160> 12

<170> Patentln versiunea 3.5

<210> 1
<211> 349
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1
atggactact

gtgctgcaca
ttcttcagcce
taccccacce
agcacctgcet

gagaaccaca
<210> 2
<211> 498
<212> ADN

accggaagta
gcgeccctga
agcctggcge
ccctgeggag
gcgtggeccaa

ccgectgeca

<213> Homo sapiens

<400> 2
atggagatgt

tccaaggagce
gagggctgee
atgacccgcg
gatgtgecget
tcctacgecg
gggggtccca
tcaaaggeccce

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

tecaggggcet
cgctteggece
ccgtgtgeat
tgctgcaggg
tcgagtccat
tggctctcag
aggaccaccc
ctcececeag

cacaataa

<213> Homo sapiens

<400> 3

cgcegecate
cgtgcaggac
ccctatcctg
caagaaaacc
gagctacaac

ctgcagcacc

gctgetgttg
acggtgcege
caccgtcaac
ggtcctgecg
ccggetcecct
ctgtcaatgt
cttgacctgt

ccttccaagt

ttectggtga
tgccecgagt
cagtgcatgg
atgctggtge
cgggtgaccg

tgctactacc

ctgetgetga
cccatcaatg
accaccatct
gccctgecte
ggctgcecge
gcactctgcc
gatgacccce

ccatcccgac

ccctgagegt
gcaccctgea
gctgctgett
agaaaaacgt
tgatgggcgg

acaagtcct

gcatgggcgg

ccaccetgge
gtgcecggeta
aggtggtgtg
gcggegtgaa
gccgcagcac
gcttccagga

tceceggggece

gttcctgecac
ggaaaacccce
cagcagagcc
gaccagcgag

cttcaaggtg

gacatgggca
tgtggagaag
ctgccccace
caactaccgc
ccecegtggte
cactgactgc
ctecctettee

ctcggacace

60

120

180

240

300

349

60

120

180

240

300

360

420

480

498
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15

atgtgtcctg
tggtattcca
aagaaggagc
tactcececggyg
totgettacyg
gccatcacca
gtcgtgggga

gatgtggtca
aagaccacca
aacccagaca
accatcctga
tgggatgtca
gacaaactgc
ggcctgttgg
ggctacccag
aagtccatgg
ctggagatgg
<210> 4

<211> 277
<212> ADN

MD/EP 3286209 T2 2021.04.30

caggctggaa
tctececggga
cgtgecteca
atcagcccat
agctgcecccta
gctcctccat
acgggcaccg
tcagattgaa
tgegtetett
cactcctegt
gtgataagaa
atcctaaaca
tgagcctgee
ccatcacget
acgcctacaa

cggggtcagg

gagctatcaa

<213> Homo sapiens

<400> 4

gccactgacyg
cctggegece
ctgcggagea
gtggccaaga

gcctgecact
<210> 5
<211> 351
<212> ADN

tgcaggactg
ctatcctgeca
agaaaaccat
gctacaacceg

gcagcacctg

<213> Homo sapiens

<400> 5
atggattact

gttctccatt
ttcttctece

tatcccactce
tocacttget

gagaaccaca
<210> 6
<211> 116
<212> PRT

acagaaaata

ccgctectga
agccgggtge

cactaaggtc
gtgtagctaa

cggcgtgeca

<213> Homo sapiens

<400> 6

gctactggece
agacaggtac
gggtgaggca
cttectgegg
tgggaccaag
ccccaagaac
gctgcggaac
caatgcccca
ctaccctgaa
cctggtaget
gcgggtgcega
gattcggatt
aatgcaacag
ggcecctccac
caagaagcag
ccataatgtc

gaacctcacg

cceegagtge
gtgcatggge
gctggtgeag
ggtgaccgtg

ctactaccac

tgcagctatc

tgtgcaggat
cccaatactt

caagaagacg
atcatataac

ctgcagtact

19

atgttggete
atcgagecttt
gagagcaagg
cttgaggatt
gggagtgagg
atccagagcc
agctcactgg
gtggctgget
tctgcccact
ttcaaggcaa
aagggtttct
ctcaacccct
ccacggaaga
ctctgtgact
accattcact
tcccaagagg

tcecttetga

accctgecagg
tgctgettca
aaaaacgtga

atgggcggcet

aagtcct

tttctggtca

tgcccagaat
cagtgcatgg

atgttggtcc

agggtcacag

tgttattatc

tggtecctggt
tttattttcc
cctctaaget
atttctgggt
atctgctect
tcaggtgccg
gagatgccat
atgagggtga
tcgaccccaa
tggacttcca
ggaaacagcc
tcttcatgga
ttaagcagaa
tggtgcacat
actatgagca

ccectggecat

aaaacccctt
gcagagccta
ccagcgagag

tcaaggtgga

cattgtcggt

gcacgctaca
gctgetgett

aaaagaacgt

taatgggggg

acaaatctta

cgtcatggtg
catcccagag
ctttggcaac
caagacgcca
ccgggtgceta
ccgctgtgtg
caacaagtac
cgtgggctcc
agtagaaaac
ctggattgag
tcececteatce
gattgcaget
gcccaccacg
tgeceggettt
gatcacgctc

taagcggatg

cttcageccag
ccccacecce
cacctgetge

gaaccacacc

gtttctgcat

ggaaaaccca
ctctagagca

cacctcagag
tttcaaagtg

a

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

999

60

120

180

240

277

60

120
180

240

300

351



Met

Val

Glu

Ile

Leu

65

Ser

Gly

Tyr

Asp

Phe

Cys

Leu

50

Arg

Thr

Phe

His

<210> 7

<211> 165

Tyr

Leu

Thr

35

Gln

Ser

Cys

Lys

Lys
115

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 7
Met Glu Met Phe Gln Gly Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Ser Met Gly

1

Tyr

His

20

Leu

Cys

Lys

Cys

val

100

Ser
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Arg

val

Gln

Met

Lys

val

85

Glu

5

Lys

Leu

Glu

Gly

Thr

70

Ala

Asn

Tyr

His

Asn

Cys

55

Met

Lys

His

Ala

Ser

Pro

40

Cys

Leu

Ser

Thr

Ala

Ala

25

Phe

Phe

val

Tyr

Ala
105

20

Ile

10

Pro

Phe

Ser

Gln

Asn

90

Cys

10

Phe

Asp

Ser

Arg

Lys

75

Arg

His

Leu

val

Gln

Ala

60

Asn

vVal

Cys

val

Gln

Pro

45

Tyr

Val

Thr

Ser

Thr

Asp

Gly

Pro

Thr

val

Thr
110

Leu

15

Cys

Ala

Thr

Ser

Met

Cys

15

Ser

Pro

Pro

Pro

Glu

80

Gly

Tyr

Gly Thr Trp Ala Ser Lys Glu Pro Leu Arg Pro Arg Cys Arg Pro Ile

20

25

30



Asn

val

Leu

Asp

Asn

Cys

Thr

Pro

145

Pro

Ala

Asn

Gln

Val

Pro

Arg

Cys

130

Pro

Ile

<210> 8

<211> 332
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 8
Met Cys Pro Ala

1

Thr

35

Thr

Gly

Arg

Val

Arg

115

Asp

Ser

Leu

Leu

Thr

vVal

Phe

vVal

100

Ser

Asp

Leu

Pro

Val Val Met Vval

20

Leu Phe Tyr Phe

35

Glu Ala Glu Ser

50

Gln Pro Ile Phe

65
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Ala

Ile

Leu

Glu

85

Ser

Thr

Pro

Pro

Gln
165

Gly

5

Trp

Pro

Lys

Leu

val

Cys

Pro

70

Ser

Tyr

Thr

Arg

Ser
150

Trp

Tyr

Ile

Ala

Arg
70

Glu

Ala

Ala

Ile

Ala

Asp

Phe

135

Pro

Lys

Ser

Pro

Ser

55

Leu

Lys

40

Gly

Leu

Arg

Val

Cys

120

Gln

Ser

Leu

Ile

Glu

40

Lys

Glu

Glu

Tyr

Pro

Leu

Ala

105

Gly

Asp

Arg

Leu

Ser

25

Lys

Leu

Asp

21

Gly

Cys

Gln

Pro

Leu

Gly

Ser

Leu

Ala

10

Arg

Lys

Phe

Tyr

Cys

Pro

val

75

Gly

Ser

Pro

Ser

Pro
155

Met

Glu

Glu

Gly

Phe
75

Pro

Thr

Val

Cys

Cys

Lys

Ser

140

Gly

Leu

Asp

Pro

Asn

60

Trp

val

45

Met

Cys

Pro

Gln

Asp

125

Ser

Pro

Ala

Arg

Cys

45

Tyr

Val

Cys

Thr

Asn

Arg

Cys

110

His

Lys

Ser

Leu

Tyr

30

Leu

Ser

Lys

Ile

Arg

Tyr

Gly

Ala

Pro

Ala

Asp

vVal

15

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

vVal

Arg

vVal

Leu

Leu

Pro

Thr
160

Leu

Glu

Gly

Asp

Pro



Ser

TLeu

Ser

Arg

Arg

145

Lys

Lys

Ala

Val

Pro

225

Asp

Lys

Asp

Lys

Gly

305

Leu

Ala

Arg

Ieu

Asn

130

Leu

Thr

val

Met

Arg

210

Lys

Lys

Pro

Leu

Gln

290

Ser

Glu

<210>9

<211> 92
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 9

Tyr

Val

Arg

115

Ser

Asn

Thr

Glu

Asp

195

Lys

Gln

Leu

Thr

Val

275

Thr

Gly

Met

Glu

TLeu

100

Cys

Ser

Asn

Met

Asn

180

Phe

Gly

Ile

Leu

Thr

260

His

Ile

His

Gly
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Leu

85

Ala

Arg

Leu

Ala

Arg

165

Asn

His

Phe

Arg

Ser

245

Gly

Ile

His

Asn

Ala
325

Pro

Ile

Arg

Gly

Pro

150

Leu

Pro

Trp

Trp

Ile

230

Leu

Leu

Ala

Tyr

val

310

Ile

Tyr

Thr

Cys

Asp

135

Val

Phe

Asp

Ile

Lys

215

Leu

Pro

Leu

Gly

Tyr

295

Ser

Lys

Gly

Ser

Val

120

Ala

Ala

Tyr

Thr

Glu

200

Gln

Asn

Met

Ala

Phe

280

Glu

Gln

Asn

Thr

Ser

105

Val

Ile

Gly

Pro

Leu

185

Thr

Pro

Pro

Gln

Ile

265

Gly

Gln

Glu

Leu

22

Lys

20

Ser

Val

Asn

Tyr

Glu

170

Leu

Ile

Pro

Phe

Gln

250

Thr

Tyr

Ile

Ala

Thr
330

Gly

Ile

Gly

Lys

Glu

155

Ser

val

Leu

Leu

Phe

235

Pro

Leu

Pro

Thr

Leu

315

Ser

Ser

Pro

Asn

Tyr

140

Gly

Ala

Leu

Ser

Ile

220

Met

Arg

Ala

Asp

Leu

300

Ala

Phe

Glu

Lys

Gly

125

Asp

Asp

His

Vval

Asp

205

Trp

Glu

Lys

Leu

Ala

285

Lys

Ile

Asp

Asn

110

His

val

Val

Phe

Ala

190

Lys

Asp

Ile

Ile

His

270

Tyr

Ser

Lys

Leu

95

Ile

Arg

Vval

Gly

Asp

175

Phe

Lys

Val

Ala

Lys

255

Leu

Asn

Met

Arg

Leu

Gln

Leu

Ile

Ser

160

Pro

Lys

Arg

Asn

Ala

240

Gln

Cys

Lys

Ala

Met
320
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15

20
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Ala Pro Asp Val Gln Asp Cys Pro Glu

Phe Phe Ser Gln Pro Gly Ala Pro Ile
20 25

Phe Ser Arg Ala Tyr Pro Thr Pro Leu
35 40
Val Gln Lys Asn Val Thr Ser Glu Ser
50 55
Tyr Asn Arg Val Thr Val Met Gly Gly
65 70
Ala Cys His Cys Ser Thr Cys Tyr Tyr
85
<210> 10
<211> 116
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 10

Met Asp Tyr Tyr Arg Lys Tyr Ala Ala
1 5

Val Phe Leu His Val Leu His Ser Ala
20 25

Glu Cys Thr Leu Gln Glu Asn Pro Phe
35 40

Ile Leu Gln Cys Met Gly Cys Cys Phe
50 55
Leu Arg Ser Lys Lys Thr Met Leu Val
65 70
Ser Thr Cys Cys Val Ala Lys Ser Tyr
85
Gly Phe Lys Val Glu Asn His Thr Ala
100 105
Tyr His Lys Ser
115
<210> 11
<211> 37
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 11

ccaggatecg ccaccatgtg tectgeagge tggaage 37
<210> 12

<211> 35

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12

tetetetett aagtcagaag gacgtgaggt tettg 35

23

Cys

10

Leu

Arg

Thr

Phe

His

90

Ile

10

Pro

Phe

Ser

Gln

Asn

90
Cys

Thr

Gln

Ser

Cys

Lys

75

Lys

Phe

Asp

Ser

Arg

Lys

75

Arg

His

Leu

Cys

Lys

Cys

60

Vval

Ser

Leu

val

Gln

Ala

60

Asn

val

Cys

Gln

Met

Lys

45

Val

Glu

Val

Gln

Pro

45

Tyr

Val

Thr

Ser

Glu

Gly

Thr

Ala

Asn

Thr

Asp

30

Gly

Pro

Thr

Val

Thr
110

Asn

15

Cys

Met

Lys

His

Leu

15

Cys

Ala

Thr

Ser

Met

95
Cys

Pro

Cys

Leu

Ser

Thr
80

Ser

Pro

Pro

Pro

Glu

80

Gly

Tyr
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(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:

e  WO-A1-2011/042688
e  WO-A2-2011/084145
e WO-A2-2013/151666

(57) Revendicari;

1. Secventd de polinucleotide cuprinzind o secventd de acid nucleic conform SECV ID NR: 1;
sau o secventd de acid nucleic cu cel putin 97% identitate de secventd cu acidul nucleic din SECV ID
NR: 1.

2. Secventa de polinucleotide cuprinzand o secventa de acid nucleic conform SECV ID NR: 4;
sau o secventd de acid nucleic cu cel putin 97% identitate de secventd cu acidul nucleic din SECV ID
NR: 4.

3. Celuld caracterizatd prin aceea ci aceasta cuprinde, integrat in genomul sdu, o secventa
care codificd lantul o din hCG selectatd dintre: o secventd conform SECV ID NR: 1; o secventa care
are cel putin 96,5% omologie cu secventa din SECV ID NR: 1; o secventd care are cel putin 97%
omologie cu secventa din SECV ID NR: 1; o secventd conform SECV ID NR: 4; o secventd care are
cel putin 96,5% omologie cu secventa din SECV ID NR: 4; si o secventa care are cel pufin 97%
omologie cu secventa SECV ID NR: 4.

4. Celula conform revendicarii 3, care este o celula PER.Co6®.

5. Celula conform oricireia dintre revendicdrile 3 sau 4 caracterizata prin aceea ci aceasta
mai cuprinde, integrat in genomul sdu, un ADNc care codifica alfa-2,3-sialiltransferaza.

6. Celuld conform oricdreia dintre revendicdrile de la 3 la 5 caracterizatid prin aceea ca
aceasta cuprinde, in plus, integrat in genomul sdu, o secventd de acid nucleic care codificd lantul § al
hCG.

7. Metoda pentru producerea proteinei recombinante intr-o celuld, cuprinzind cultivarea unei
celule conform oricdreia dintre revendicdrile de la 3 pand la 6 intr-un mediu adecvat si recoltarea
proteinei recombinante din respectiva celula si/sau din respectivul mediul.

8. Metodi conform revendicdrii 7, n care proteina recombinantd este hCG.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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Fig 4 si & Hartile plasmidice ale phCGalfa/beta si vecloni de exprimare pST3.
CMV=promotorul cytomegalovirus, BGMp{A) = secvenia poli-adenilare Hormonul de
Crestere Bdvin, fl or = {1 origine a replicarii, V40 = promotorul Virusului Simian 40,
Neo = marker rezistentd ia Neomicing, Hyg = marker rezistenta la Higromicing, SV40
p{A) = secventa poli-adenilare Virusului Simian 40, hCG g = polipeptida alpha
gonatropingd corionicd umand, hCG R = polipeptida beta gonatropingd corionica
umana, ST3GALY = o2, 3-sialiltransferaza, STOGAL1T = ul B-sialiltransferaza, ColEl

= ColEl origine a replicaril, Amp = marker rezistentd la ampicilind

Figura 4. Vecotorul de exprimare phCG



MD/EP 3286209 T2 2021.04.30

29

STIGALY

Figura 5. prezintd vectorul de exprimare a2, 3-sialitransferaza (ST3GAL4)

Figura 6! prezintd detectarea izoformelor rhCG cu IEF colorate cu
Coomassie Blue in compozitii conform inventiei (benzile 4, 5, 6 si 7, 15 ug
per banda), compozitia derivatad din CHO din stadiul tehnicii, Qvitrelle (banda
2, 15 pg); si un produs din urind umana obtinut de la femeile Insércinate
Novarel (banda 3, 15pg); markerut [EF (banda 1 {plde sus 7,0, 6,8, 6,5, 6,0,
5.1, si, respectiv 4,75})
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