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PRESENTE INVENGAO REFERE-SE A UM PROCESSO PARA A PRODUGAO E PURIFICACAO DE

UM  POLIPEPTIDO SIALILTRANS-FERASE, EM PARTICULAR UM POLIPEPTIDO N-
ACETILGALACTOSAMINA (GAL NAC)-8#61537;-2,6-SIALILTRANSFERASE | (ST6GALNACI). O PRO-
CESSO COMPREENDE OS PASSOS DE PRODUGAO DO POLIPEPTIDO SAI-LILTRANSFERASE
NUMA CELULA DE OVARIO DE HAMSTER CHINES (CHO) E DE PURIFICAGAO DO POLIPEPTIDO
COM UMA COMBINAGAO DE PASSOS DE CROMATOGRAFIA. O PROCESSO RESULTA EM
RENDIMENTO ELEVADO DE POLIPEPTIDO SIALILTRANSFERASE QUE E ALTAMENTE PURO E
ACTIVO. A SIALILTRANSFERASE OBTIDA, ESPECIALMENTE ST6GALNACI, PODE SER UTILIZADA
PARA A GLICOSILAGAO DE PROTEINAS TERAPEUTICAS COMO G-CSF.
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RESUMO

"PROCESSO DE PRODUGAO E PURIFICAGAO DE UMA

SIALILTRANSFERASE SOLUVEL ACTIVA"

A presente invencdo refere-se a um processo para
a producdo e purificacdo de um polipéptido sialiltrans-
ferase, em particular um polipéptido N-acetilgalactosamina
(Gal NAc)-a-2,6-sialiltransferase I (ST6GalNAcI). O pro-
cesso compreende os passos de producdo do polipéptido sai-
liltransferase numa célula de ovadrio de hamster chinés
(CHO) e de purificacdo do polipéptido com uma combinacdo de
passos de cromatografia. O processo resulta em rendimento
elevado de polipéptido sialiltransferase que ¢é altamente
puro e activo. A sialiltransferase obtida, especialmente
ST6GalNAcI, pode ser wutilizada para a glicosilacdo de

proteinas terapéuticas como G-CSF.
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DESCRICAO

"PROCESSO DE PRODUGAO E PURIFICAGAO DE UMA

SIALILTRANSFERASE SOLUVEL ACTIVA"

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se a um processo para
a producédo e purificacéo de um polipéptido N-
acetilgalactosamino (GalNAc)-alfa-2,6-sialiltransferase I
(ST6GalNAcI). O processo compreende o0s passos de producdo
do polipéptido sialiltransferase em células de ovario de
hamster chinés (CHO) e de purificacdo do polipéptido com
uma combinacdo de passos de cromatografia. O processo
resulta em alto rendimento de polipéptido sialiltransferase
que é altamente puro e enzimaticamente activo. O ST6GalNAcI
obtido pode ser utilizado para a glicosilacdo de proteinas

terapéuticas como G-CSF.

ANTECEDENTES DA INVENGAO

Uma grande diversidade de estruturas de oli-
gossacédridos e muitos tipos de glicopéptidos s&do encon-
trados na natureza, e estes sdo sintetizados, em parte, por
um grande nuUmero de glicosiltransferases. As glicosil-
transferases catalisam a sintese de glicolipidos, glico-

péptidos e polissacaridos por transferéncia de um residuo
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de mono- ou oligossacarido activado de um dador para uma
molécula aceitadora existente para iniciar ou alongar uma
cadeia de hidrato de carbono. Cré-se gque uma reaccdo cata-
litica envolve o reconhecimento de ambos o dador e o
aceitador por dominios adequados da glicosiltransferase,

bem como o sitio catalitico da enzima.

Mais de 30% de todas as proteinas terapéuticas e
muitos potenciais péptidos terapéuticos sdo péptidos
glicosilados. E bem conhecido na arte que a ligacdo da
estrutura de glicano correcta pode desempenhar um papel
chave na dobragem, actividade bioldbdgica, biodistribuicédo e
eficdcia farmacoldgica de péptidos terapéuticos. Além
disso, a glicosilacdo ¢ um factor criticamente importante
que influencia a semi-vida e imunogenicidade in vivo de
péptidos terapéuticos. De facto, o0s seres humanos vV&o
tipicamente tolerar sé os bioterapéuticos que tém tipos
especificos de 1ligacdes a hidratos de <carbono e véo
frequentemente rejeitar glicoproteinas que incluem ligacdes
de de oligossacdridos ndo mamiferos. Por exemplo, 0sS
péptidos pouco glicosilados sdo reconhecido pelo figado
como sendo "velhos" e portanto sdo mais rapidamente eli-
minados do organismo do que sdo os péptidos adequadamente
glicosilados. Em contraste, os péptidos hiperglicosilados
ou os péptidos incorrectamente glicosilados podem ser

imunogénicos.

A producdo de um glicopéptido recombinante, em

contraste com um peptideo ndo glicosilado recombinante,
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requer gque um péptido produzido recombinantemente seja
submetido a passos de processamento adicionais, quer 1in
vivo no interior da célula gquer in vitro depois de o pép-
tido ter sido produzido pela célula. O péptido pode ser
tratado enzimaticamente, utilizando uma glicosiltransferase
para introduzir um ou mais grupos glicosilo no péptido por
ligacdo covalentemente do grupo ou grupos glicosilo ao

péptido.

A producdo de um glicopéptido por passos in vitro
externos de processamento de péptidos pode ser demorada e
dispendiosa. Isto é devido, em parte, a sobrecarga e custo
de produzir glicosiltransferases recombinantes para a gli-
cosilacdo in vitro de péptidos e glicopéptidos para pro-
duzir glicopéptidos terapéuticos. Como a procura e uti-
lizacdo de agentes glicoterapéuticos recombinantes aumenta,
S80 necessarios novos Processos para preparar os glico-

péptidos mais eficientemente.

Além disso, a medida que se constata que mais e
mais glicopéptidos s&do Uteis para o tratamento de uma
variedade de doencas, hé& necessidade de processos gue
reduzam o custo da sua producdo. Acresce qgque também héa
necessidade na arte de desenvolver processos de producédo
mais eficiente de glicopéptidos recombinantes para utili-
zacdo no desenvolvimento e aperfeicoamento de terapéuticas

glicopeptidicas.

As glicosiltransferases e a sua utilizacdo para a



PE2415779 -4 -

glicosilacéo de proteinas estédo descritos no

WO2003/031464A2.

As sialiltransferases constituem uma familia de
glicosiltransferases que catalisam a transferéncia pbs-
translacional de &cido sidlico (&cido N-acetilneuraminico)
para substratos de oligossacédridos aceitadores em posicdes
terminais em glicoproteinas e glicolipidos (Paulson et al.,
1989, J. Biol. Chem. 264: 17615-17618). Estima-se que o ge-
noma humano codifica mais do que 20 sialiltransferases
diferentes necessédrias para sintetizar todas as estruturas
de sialo-oligossacédridos conhecidos presentes em células de
mamiferos, mas sb& 16 cDNAs de sialiltransferases humanas
distintas foram clonados (Tsuji S. et al., 1996, Glyco-
biology 6: 5-7; Tsuji S., 1996, J. Biochem. 120: 1-13;
Weinstein J. et al., 1982, J. Biol. Chem. 257: 13835-
13844). Originalmente, as sialiltransferases foram puri-
ficadas bioquimicamente e o0s seus c¢cDNAs foram clonados
utilizando sequéncias N-terminais. A comparacdo das se-
quéncias de cDNA obtidas revelou duas regides altamente
conservadas, denominadas ps motivos L- e S-sialilo, dque
participam na ligacdo do substrato. Subsequentemente, va-
rias sialiltransferases foram clonadas por PCR utilizando
iniciadores degenerados concebidos dentro dos motivos
sialilo ou por clonagem de expressdo (Nara K. et al., 1994,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 7952-7956; Nakayama J. et
al., 1996, J. Biol. Chem. 271: 3684-3691; Nakayama J. et
al., 1995, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 7031-7035). A

clonagem de genes por expressdo diferencial acrescenta uma
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abordagem completamente diferente a identificac&o de novas
sialitransferases com significado funcional putativo em

processos relacionados com doencas.

A U.S. 6280989 descreve a clobagem de diferentes
sialiltransferases humanas e de murganho e diferentes pro-
cessos para a purificacdo destas sialiltransferases. Sti-
cher et al. (1991) Glycoconjugate Journal 8(1):45-54 des-
crevem a purificacdo de uma sialiltransferase de figado

humano.

As sialiltransferases diferem na sua especifi-
cidade para o substrato e distribuicdo nos tecidos, e sé&o
classificadas em quatro familias de acordo com as ligacbes
de hidratos de carbono que sintetizam: as familias de
ST3Gal, ST6Gal, STo6GalNAc e ST8Sia. Os membros de cada
familia apresentam uma actividade forte em relacdo a certos
grupos aceitadores, embora as especificidades para os subs-
tratos destas enzimas se sobreponham; uma ligacdo pode ser

sintetizada por multiplas enzimas.

Uma dessas sialiltransferases especifica que tem
utilidade no desenvolvimento e producdo de glicopéptidos
terapéuticos é a N-acetilgalactosamina-o2,6-sialiltransfe-
rase (ST6GalNAcI) que catalisa a transferéncia de &cido
sidlico de um dador de &cido siédlico para um aceitador de
dcido siélico. A enzima ST6GalNAcI de frango de comprimento
total, por exemplo, estd descrita por Kurosawa et al.

(1994, J. Biol. Chem., 269: 1402-1409).



PE2415779 - 6 -

No passado, foram desenvolvidos esforcos para
aumentar a disponibilidade de sialiltransferases recombi-

nantes para a producdo in vitro de glicopéptidos.

O EP 0 737 745 Al e a US 5032519 do Institute of
Physical & Chemical Research referem-se a utilizacdo de E.
coli para a producdo de uma versdo segregada de uma pro-
teina que compreende uma porcdo, i.e., dominio activo, que
é derivada de ST6GaINAcI e é responsavel pela sua acti-

vidade.

O WO 2007/056524 A2 de Neose Technologies Inc.
descreve processos de producdo de um polipéptido ST6GalNAcI
modificado, compreendendo o processo a cultura de uma célu-
la hospedeira procaridtica recombinante em condicdes ade-
quadas para expressdo do polipéptido ST6GalNAcI modificado
em células hospedeiras procaridéticas. Estes polipéptidos
ST6GalNAcI modificados sdo polipéptidos quiméricos que com-
preendem uma primeira porgdo de um polipéptido Gal-
R1l,3GalNAc-o2,3-sialiltransferase (ST3Gall) e uma segunda
porcdo de um polipéptido GalNAc-o-2,6-sialiltransferase I
(ST6GalNAcI). Os polipéptidos ST6GalNAcI modificados podem
ainda ser polipéptidos truncados sem a totalidade ou uma
porcdo do dominio de sinal de ST6GaINAcI, a totalidade ou
uma porcdo do dominio transmembranar ST6GaNAcI e/ou a tota-
lidade ou uma porcdo do dominio germinativo ST6GaINAcI em

células hospedeiras eucaridticas ou procaridticas.

O US 2006/0234345 Al de Neose Technologies Inc.
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descreve um processo de producdo de uma glicosiltransferase
eucaridtica soluvel num microrganismo procaridtico gue tem
um ambiente oxidante, por a) expressdo de um acido nucleico
que codifica a glicosiltransferase eucaridética no microrga-
nismo procaridético; e depois b) crescimento do microrga-
nismo procaridético em condicdes que permitem a expressdo da
glicosiltransferase eucaridtica activa soltvel dentro de um

compartimento celular do microrganismo procaridtico.

Skretas et al. (2009, Microbial Cell Factories,
8:50)) referem-se a um processo para a expressdo da sialil-
transferase humana ST6GalNAcI em estirpes de E. coli modi-
ficadas por engenharia genética que tém certos tipos de
citoplasma oxidativo ou que co-expressam o factor de acti-
vacdo de chaperones/co-chaperones moleculares, DnaK /Dnad,
GroEL/GroES e Skp, e pode produzir quantidades muito aumen-

tadas de ST6GaINAcI soluvel.

No entanto, a capacidade de FE. coli para a
dobragem de proteinas e formacdo de ligacdes dissulfureto
ndo é gsuficiente, embora haja um certo numero de instru-
mentos desenvolvidos para superar estas limitacdes. Além
disso, o elevado rendimento de expressdo de proteinas re-
combinantes em sistemas de expressdo de E. coli pode fre-
quentemente conduzir a acumulacdo de proteinas agregadas,
insoluveis que formam corpos de inclusdo que pode ser um
obstédculo significativo para a obtencdo de proteinas solu-
veis, activas (Brondyk W. H., 2009, Methods in Enzymology,

Vol. 463, Ch.11).
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Para superar os problemas associados a producgédo
de sialiltransferase recombinante em culturas de E. coli,
foram desenvolvidos sistemas de cultura de células de

insectos.

O US 2006/0246544 A1l e o US 2008/0207487 Al
descrevem um processo para produzir uma composigdo que
inclui um polipéptido recombinante, e.g. sialiltransfe-
rases, em que o polipéptido é expresso numa célula de inse-
cto (e.g., utilizando um sistema de expressdo de baculo-
virus) e em que a composicdo estd essencialmente isenta de
actividade de endoglicanase. O processo inclui submeter uma
mistura incluindo o polipéptido a uma cromatografia em modo
misto incluindo os passos de: (i) fazer contactar a mistura
e um meio de cromatografia em modo misto; e (ii) eluir o
polipéptido do meio de cromatografia em modo misto gerando

uma fraccdo ndo retida compreendendo o polipéptido.

No entanto, a complexidade do sistema de ex-
pressédo Dbaculovirus-células de insecto, a estabilidade
limitada na armazenagem das reservas de sementes virais
necessédrias e o requisito de titulos de virus muito altos
para uma infeccdo eficiente podem limitar a sua utilizacéo
para a bioproducdo em grande escala. Além disso, demons-
trou-se que o0s vectores virais como baculovirus sdo capazes
de infectar células de mamifero, particularmente células
humanas (Boyce F. M. e Buchner N. L., 1996, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 93:2348-2352 ; Lundstrom et al., 2001, Cyto-

technology, 35: 213-221). Assim, estes vectores constituem
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uma ameaca relativamente a questdes de seguranca, especial-
mente quando aplicados na producdo de proteinas recom-
binantes em grande escala, em que sdo manuseados grandes

volumes de células infectadas.

Uma alternativa para superar as limitacdes des-
critas da utilizacdo de sistemas de cultura de células de
insectos ¢ a utilizacdo de sistemas de células de mamiferos

para a producdo de sialiltransferases recombinantes.

O WO 2005/121332 A2 de Neose Technologies Inc.
descreve métodos de producdo de polipéptido ST6GaINAcI
truncado isolado que carece da totalidade ou uma porcédo do
dominio de sinal de ST6GaINAcI, da totalidade ou de uma
porcdo do dominio transmembranar ST6GaINAcI e/ou a tota-
lidade ou uma porcdo do dominio germinativo ST6GaINAcI em
células hospedeiras procaridéticas e de insectos e gene-
ricamente menciona que o polipéptido também pode ser

produzido em células de mamifero.

A US 5032519 da Universidade da Califérnia des-
creve métodos de transfectar uma célula hospedeira, e.g.
uma célula CHO, com um vector portador de um gene que ex-
pressa uma glicosiltransferase gue tem a adncora de membrana
e a maior parte da regido germinativa substituida com um
segmento de sinal de secrecgdo clivavel. A glicosiltrans-
ferase soltvel resultante, gquando expressa na célula, ¢é
secretada pela célula. A glicosiltransferase soluvel

secretada é entdo separada do meio de cultura de células
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para utilizacdo em aplicacdes industriais ou investigacédo
da sintese de hidratos de carbono. Além disso, a US 5032519
descreve um processo de purificacdo de uma glicosiltrans-
ferase sollvel por wutilizacdo de uma cromatografia de

afinidade.

No entanto, nenhum dos documentos mencionados
relacionados com a producdo de sialiltransferases recombi-
nantes em células de mamiferos descreve um pProcesso para
proporcionar uma sialiltransferase recombinante que é alta-
mente activa, purificada até uma qualidade farmacéutica e

passivel de producdo em grande escala.

Portanto, existe ainda necessidade de processos
eficazes de producdo de sialiltransferases recombinantes
tendo actividade e pureza que sejam adequadas para 0S Pro-
cessos e reaccdes "em escala farmacéutica', especialmente
para a producdo de agentes terapéuticos glicopéptidos.
Assim, o problema subjacente a presente invencdo & propor-
cionar esses processos para a producdo de sialiltrans-

ferases recombinantes.

SUMARIO DA INVENGCAO

Este problema ¢ resolvido de acordo com a pre-
sente invencdo proporcionando, num aspecto, um processo de
producdo de um polipéptido sialiltransferase, gque com-

preende o0s passos de:
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a) expressar um polipéptido sialiltransferase

numa célula CHO;

b) colher o meio de cultura de células contendo o
polipéptido sialiltransferase expresso; e purificar o
polipéptido sialiltransferase a partir do meio de cultura
de células submetendo o meio de cultura de células a (i)
dois passos de cromatografia de afinidade ou um passo de
cromatografia de afinidade e um passo de cromatografia de
modo misto, (ii) um passo de cromatografia de permuta anid-
nica e (iii) um passo de cromatografia de permuta catid-

2.

nica, em que a sialiltransferase é ST6GalNAcI.

Numa forma de realizacdo, o polipéptido sialil-
transferase é um polipéptido sialiltransferase truncada sem
a totalidade ou parte do dominio de sinal de sialil-
transferase, a totalidade ou parte do dominio transmem-
branar de sialiltransferase e/ou a totalidade ou parte do
dominio germinativo de sialiltransferase. Preferencial-
mente, o polipéptido sialiltransferase sé compreende o

dominio activo da sialiltransferase.

Tipicamente, a ST6GalNAcI é seleccionada do grupo
que consiste em: ST6GalNAcI de ser humano, chimpanzé, oran-
gotango, porco, vaca, cdo, rato, murganho e frango. Numa
forma de realizacdo ©preferida, a STeGalNAcI ¢é uma
STo6GalNAcI de frango. Mais preferencialmente, o polipéptido
ST6GalNAcI compreende uma sequéncia de aminocacidos de

acordo com a SEQ ID NO:4 ou a SEQ ID NO:6. De acordo com
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uma forma de realizacdo da presente invencdo, uma cassete
de expressido codificadora de uma sequéncia de sinal de EPO
e uma sequéncia de polipéptido sialiltransferase é utili-
zada para expressar o polipéptido sialiltransferase em cé-

lulas CHO.

Preferencialmente, o passo a) do processo de
producdo é realizado por utilizacdo de uma cultura de ali-
mentacdo descontinua isenta de soro e/ou por realizacdo de
uma variacdo da temperatura de incubacdo de 37°C t 1°C para
32 C * 1°C depois de ter atingido uma densidade celular

pré-definida.

Numa forma de realizacdo mais preferida, o passo
c) é realizado pela ordem seguinte:

i. uma cromatografia de permuta anidnica;

ii. uma primeira cromatografia de afinidade;

iii. uma segunda cromatografia de afinidade ou
cromatografia em modo misto;

iv. uma cromatografia de permuta catidnica.

Tipicamente, a cromatografia de permuta anidnica
é realizada com resinas de permuta anidénica ou membranas
que contém grupos dietilaminoetilo (DEAE), grupos aminoe-
tilo quaternédrios (QAE), grupos amdénio quaternarios (Q),
grupos dimetilaminoetilo (DMAE) e/ou grupos trimetilamino-
etilo (TMAE) como grupos funcionais. Preferencialmente, é

realizada com uma resina Q-Sepharose Fast Flow disponivel
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comercialmente, utilizando um tampdo de NaCl/Tris-HCl como

eluente a um pH na gama entre 7,0 e 8,0.

Geralmente, a cromatografia de afinidade é rea-
lizada com resinas de Ni-NTA, resinas Talon, resinas de
cromatografia de afinidade com corante, resinas de afi-
nidade para anticorpos, resinas de afinidade para lectina
e/ou resinas de afinidade para péptido-ligando. Numa forma
de realizacdo preferida, a (primeira) cromatografia de afi-
nidade é realizada com uma resina Blue Sepharose FF dis-
ponivel comercialmente, utilizando preferencialmente um
tampdo de cloridrato de L-arginina/fosfato de potédssio a um
pPH na gama entre 7,0 e 8,0 como eluente e a cromatografia
em modo misto é realizada com uma resina de hidroxiapatite
disponivel comercialmente, utilizando preferencialmente um
tampdo de NaCl/fosfato de potdssio a um pH na gama entre

7,0 e 8,0 como eluente.

Tipicamente, a cromatografia de permuta catidnica
é realizada com uma resina gque contém material de permuta
catidénica sulfopropilo ou uma resina com caracteristicas
semelhantes. Preferencialmente, é realizada com uma resina
de alto desempenho SP-Sepharose disponivel comercialmente,
mais preferencialmente utilizando um tampdo de NaCl/fosfato

de potéssio a um pH na gama entre 6,0 e 7,0 como eluente.

DESCRICAO PORMENORIZADA DA INVENCAO

A presente invencdo proporciona um método para a
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producdo e purificacdo de uma sialiltransferase ST6GalNAcI
melhorada que é altamente activa e pura. Este objectivo é
conseguido através da expressdo de um polipéptido sialil-
transferase numa célula CHO, recolha do meio de cultura de
células contendo o polipéptido sialiltransferase expresso e
purificacdo do polipéptido sialiltransferase a partir do
meio de cultura submetendo o meio de cultura a (i) dois
passos de cromatografia de afinidade ou um passo de croma-
tografia de afinidade e um processo de cromatografia em
modo misto e (ii) um passo de cromatografia de permuta

anidénica e um passo de cromatografia de permuta catidnica.

Mais especificamente, a presente invencdo refere-
Sse a um processo em que a purificacdo do polipéptido sai-
liltransferase ST6GalNAcI é realizada pela seguinte ordem:

i. uma cromatografia de permuta anidnica;

ii. uma primeira cromatografia de afinidade;

iii. uma segunda cromatografia de afinidade ou
uma cromatografia em modo misto;

iv. uma cromatografia de permuta catidnica.

Salvo definicdo em contrario, todos os termos
técnicos e cientificos aqui utilizados tém o mesmo signi-
ficado que o normalmente entendido por uma pessoa com
conhecimentos correntes na arte a gqual esta invencéo
pertence. Embora quaisgquer processos e materiais se-
melhantes ou equivalentes aos aqui descritos possam ser
utilizados na pratica ou no teste da presente invencédo, oS

processos e materiais preferidos sdo aqui descritos.
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A. Polipéptido sialiltransferase e cassete de

expressao

Numa forma de realizacdo, o polipéptido sialil-
transferase é um polipéptido sialiltransferase truncado sem
a totalidade ou parte do dominio de sinal de sialil-
transferase, a totalidade ou parte do dominio transmem-
branar de sialiltransferase e/ou a totalidade ou parte do
dominio germinativo de sialiltransferase. Preferencial-
mente, o polipéptido sialiltransferase sé compreende o
dominio activo de sialiltransferase. O polipéptido sialil-

transferase pode ainda compreender um péptido de sinais.

Numa forma de realizacdo preferida, uma cassete
de expressido codificadora de uma sequéncia de sinal de EPO
e uma sequéncia de polipéptido sialiltransferase é utili-
zada para expressar um polipéptido sialiltransferase em

células CHO.

"Polipéptido", alternativamente referido como uma
"proteina", refere-se a um polimero em que os mondmeros S&O
aminodcidos e estdo unidos entre si através de ligacodes
amida. Adicionalmente, os aminodcidos n&o naturais, por
exemplo, P-alanina, fenilglicina e homoarginina também
estdo incluidos. Os aminoacidos que ndo sdo codificados por
genes também podem ser utilizados na presente invencéo.
Além disso, o0s aminodcidos que foram modificados para
incluir grupos reactivos, sitios de glicosilacdo, poli-

meros, unidades terapéuticas, biomoléculas e outros
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semelhantes também podem ser utilizados na invencdo. Todos
0s aminoécidos utilizados na presente invencdo podem ser o
isébmero D ou L. O isdmero L ¢é geralmente preferido. Além
disso, outros peptidomiméticos também s&do Uteis na presente
invencdo. Tal como aqui wutilizado, "péptido"™ refere-se
tanto a péptidos glicosilados como nédo glicosilados. Também
estdo incluidos péptidos que sdo incompletamente glicosi-
lados por um sistema que expressa o péptido. Para um artigo
de revisdo geral, ver Spatola, A. F., em "Chemistry and
biochemistry of amino acids, peptides and proteins", B.
Weinstein, eds., Marcel Dekker, New York, pagina 26 (1983).
O termo polipéptido inclui moléculas gue sdo comummente

referidas como proteinas ou péptidos.

O polipéptido sialiltransferase ¢é o-N-acetilga-
lactosamida o-2,6-sialiltransferase I (ST6GalNAcI) (Kuro-

sawa et al., 1994, J. Biol.Chem. 269:1402-14009).

Um "polipéptido sialiltransferase truncado" refe-
re-se a uma sialiltransferase que tem menos residuos de
aminoadcidos do que uma sialiltransferase de ocorréncia
natural, mas que retém actividade enzimédtica. Qualquer
numero de residuos de aminodcidos pode ser suprimido, desde
que a enzima retenha a actividade. Em algumas formas de
realizacdo, podem ser suprimidos dominios ou partes de
dominios. Numa forma de realizacdo preferida da presente
invencdo, o polipéptido sialiltransferase sb compreende o

dominio activo da sialiltransferase.
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Um "dominio activo" ou "dominio catalitico"
refere-se a um dominio de ©proteina, ou a uma sua
subsequéncia, que catalisa uma reaccdo enzimatica realizada
pela enzima. Por exemplo, um dominio catalitico de uma sai-
liltransferase wvai incluir uma subsequéncia da sialil-
transferase suficiente para transferir um residuo de acido
sidlico de um dador para um sacadrido aceitador. Um dominio
catalitico pode incluir uma enzima toda, uma sua subse-
quéncia, ou pode incluir sequéncias de aminoacidos adi-
cionais que ndo estdo ligadas a enzima de ocorréncia
natural, ou uma sua subsequéncia. Uma regido catalitica
exemplificativa ¢, mas ndo estd limitada ao dominio
catalitico de ST6GalNacI de frango, que compreende residuos
de aminodcidos de 232 a 566 da sequéncia de comprimento
total de acordo com a SEQ ID NO:2. O dominio catalitico de
STo6GalNacI de frango estd descrito na SEQ ID N° 4. A
sialiltransferase & ST6GalNAcI. Tipicamente, a ST6GalNAcI é
seleccionado do grupo gque consiste em: ST6GalNAcI de ser
humano, chimpanzé, orangotango, porco, vaca, cdo, rato,
murganho e frango (Kurosawa et al., 1994, J. Biol. Chem.,
269: 1402-1409; Skretas et al., 2009, Microbial cell
factories, 8:50; WO 2005/121332). Numa forma de realizacdo
mais preferida, a ST6GalNAcI é uma ST6GalNAcLI de frango,
que é codificada pela sequéncia de nucleotidos da SEQ ID
NO: 1. Preferencialmente, o polipéptido ST6GalNAcI & codi-
ficada pela sequéncia de nucleotidos de acordo com SEQ ID
NO: 3 ou SEQ ID NO: 5 e tem uma sequéncia de aminoacidos de

acordo com SEQ ID NO: 4 ou SEQ ID NO: 6, respectivamente.
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B. Sistema de expresséo

De acordo com a presente invencdo, o polipéptido
sialiltransferase ST6GalNAcI é expresso numa célula CHO. O
procedimento especifico utilizado para introduzir o mate-
rial genético respectivo na célula hospedeira para a
express&do da sialiltransferase soluvel ndo é particular-
mente critico. Como serd entendido pelo perito na arte, a
escolha do promotor, bem como métodos e estratégias para a
introducdo de material genético na célula hospedeira
utilizada para expressar um polipéptido sialiltransferase

ST6GalNAcI sdo bem conhecidos na arte.

Estes incluem a utilizacdo de vectores plasmi-
dicos, vectores virais e qualquer dos outros métodos bem
conhecidos para introducdo de AND gendémico clonado, ADNc,
ADN sintético ou outro material genético estranho numa
célula hospedeira. E somente necessdrio que o procedimento
de engenharia genética especifico utilizado seja capaz de
introduzir com sucesso pelo menos um gene na célula hos-
pedeira que ¢é capaz de expressar a sialiltransferase de

comprimento total ou geneticamente modificada ou truncada.

Um "vector" & uma composicdo de matéria que com-
preende um &cido nucleico isolado e gque pode ser utilizada
para administrar o &acido nucleico isolado ao interior de
uma célula. Varios tipos de vectores sdo conhecidos na arte
incluindo, mas ndo limitados a &cidos nucleicos lineares,

acidos nucleicos associados a compostos idénicos ou anfi-
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filicos, plasmideos e virus. Assim, o termo "vector" inclui
um plasmideo de replicacdo autdédnoma ou um virus genetica-
mente modificado. O termo também deve ser interpretado de
forma a incluir compostos ndo plasmideos e ndo virais que
facilitam a transferéncia de &cido nucleico para as
células, como, por exemplo, compostos de polilisina, 1li-

possomas e outros semelhantes.

Os vectores adequados incluem o vector pSV4Q,
pEF-1-o, pSV2, pT-Rex, pSecTag2, pBudCE4.l1 ou pCDNA/His
Max, juntamente com, por exemplo, um promotor de CMV. Numa
forma de realizacdo preferida da presente invencdo, o
vector pMOZ-G8, que estd concebido para expressdo de alto
nivel de um gene heterdlogo, ¢ utilizado para a expressao
do polipéptido sialiltransferase ST6GalNAcI. Marcadores de
seleccdo adequados sdo, entre outros, neomicina, puromi-

cina, higromicina e di-hidrofolato redutase (DHFR).

C. Cultura de células CHO

De acordo com uma forma de realizacdo da presente
invencdo, o passo a) do processo de producdo é realizado
por utilizacdo de uma cultura de alimentacdo descontinua
isenta de soro por utilizacdo de uma variacdo da tempera-
tura de incubacdo de 37°C * 1°C para 32 C t 1°C depois de
ter atingido uma densidade celular pré-definida de 2 5 x
10° células viaveis/mL, preferencialmente > 5 x 10° células

viavels/mL
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O polipéptido sialiltransferase é produzido numa
cultura de alimentacdo descontinua isenta de soro utili-
zando uma linha celular derivada de CHO manipulada por
engenharia genética para sobre-expressar ST6GalNAcl. O
inéculo para o processo de fermentacdo é cultivado a partir
de um frasco do banco de células principal (MCB) utilizando
frascos em T ou frascos rotativos, seguido por uma cultura
num biorreactor de sementeira. O indéculo é depois trans-
ferido para o biorreactor de producdo onde ocorre mais
expansdo de células até a densidade celular ter atingido um

nivel adequado para producéo.

E iniciada uma variacdo de temperatura a uma
densidade celular definido e o nivel de glucose ¢ mantido
dentro de uma gama definida por alimentacdo de uma solucédo
de glucose. No final do cultivo a cultura ¢é colhida. As
células e os detritos da cultura s&do removidos da colheita
por filtracdo de profundidade. A colheita é armazenada a 2-

8°C até o inicio da purificacdo das proteinas.

A Figura 1 ilustra os diferentes passos de cul-
tura e colheita de células de uma forma de realizacdo pre-

ferida da presente invencéo.

D. Purificacdo de sialiltransferase

De acordo com um outro aspecto da presente inven-

céao, a purificacéo de polipéptido sialiltransferase

SToGalNAcI do meio de cultura € realizada submetendo o meio
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de cultura a dois passos de cromatografia de afinidade ou
um passo de cromatografia de afinidade e um passo de croma-
tografia de modo misto e um passo de cromatografia de

permuta anidénica e um de catidbnica.

Numa forma de realizacdo preferida, a purificacéo

¢ conseguida pela ordem seguinte:

i. uma cromatografia de permuta anidnica, que
concentra a solucdo contendo enzima e proporciona uma
primeira reducdo de contaminantes como ADN, proteinas da

célula hospedeira (HCP) e compostos do meio de fermentacédo;

ii. uma primeira cromatografia de afinidade, que
¢ utilizada como passo de purificacdo intermedidrio para
enriquecer a enzima sialiltransferase e reduzir as protei-

nas da célula hospedeira;

iii. uma segunda cromatografia de afinidade ou
cromatografia em modo misto, que ¢ utilizada para reduzir

eficazmente o nivel de proteinas da célula hospedeira; e

iv. uma cromatografia de permuta catidbnica, que é
utilizada para remover guaisquer proteinas residuais da

célula hospedeira e outros contaminantes.

A Figura 2 ilustra os diferentes passos de
purificacdo de uma forma de realizacdo preferida da pre-

sente invencéo.
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I. Passo de cromatografia de permuta anidnica

De acordo com a presente invencdo, o processo de
purificacdo do polipéptido sialiltransferase ST6GalNAcI in-

clui um passo de cromatografia de permuta anidénica (AEC).

A AEC baseia-se em interacc¢bdes carga-carga entre
as proteinas da amostra e as cargas imobilizados na resina.
Na cromatografia de permuta anidnica, os 1ides de ligacéo
das proteinas s&do negativos, e o grupo funcional imobi-
lizada na resina ¢ positivo. Resinas de permuta anidnica
vulgarmente utilizadas sdo resina Q, uma amina quaternéaria,
e resina de DEAE (DiEtilAminoEtano). No entanto, em geral o
passo de cromatografia de permuta anidnica pode ser rea-
lizado com todas as resinas ou membranas de permuta anid-
nica correntes disponiveis comercialmente. As resinas de
permuta anidnica podem ser utilizadas na forma de colunas
pré-empacotadas. Alternativamente, as colunas podem ser
auto-preparadas. Ndo héd limitacdes especificas gquanto a
capacidade e a geometria das colunas a nédo ser as habi-
tuais. O perito na arte sabe gque a quantidade de resina de
permuta anidénica a ser utilizada depende do teor total de
proteinas do fluido de cultura de células ou qualguer outro
fluido, e.g., o eluido do passo de cromatografia anterior,

aplicado na coluna no passo de captura.

Resinas de permuta anidénica fortes tipicas dque

podem ser utilizadas para os fins da invencdo compreendem
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grupos funcionais como: aminoetilo quaternario (QAE), uni-
dades de aménio quaterndrio (Q) e grupos trimetilaménio-

etilo (TMAE).

Resinas incluindo unidades aminoetilo quaternério
(QAE) incluem, e.g., Toyopearl QAE (disponivel de Tosoh
Bioscience, Alemanha), Selectacel QAE (um derivado amino-
etilo quaterndrio de celulose, disponivel de Polysciences
Inc., Pensilvénia, EUA) e outras. Resinas incluindo
unidades aménio guaterndrio (Q) incluem, e.g., Q Sepharose
XL, Q Sepharose FF, Q Sepharose HP, Resource Q (disponivel
de GE Healthcare, Alemanha), Macro Prep High @ (Bio-Rad,
Califérnia, EUA), Toyopearl Super Q (disponivel de Tosoh
Bioscience, Alemanha) e UNOsphere Q (disponivel de Bio-Rad,
Califdérnia, EUA). Resinas incluindo grupos trimetilamdbdnio-
etilo (TMAE) incluem, e.g., Fractogel EMD TMAE (disponivel

de Merck, Alemanha).

A cromatografia de permuta anidénica é preferen-
cialmente uma cromatografia de permuta anidnica forte, que
é realizada utilizando uma resina de permuta anidnica forte
tendo grupos funcionais -N'"(CHsz)3, ou uma resina tendo
caracteristicas semelhantes. Exemplos preferidos de resinas
de permuta anidnica forte que podem ser utilizadas para os
fins da invencdo sdo resinas permutadoras anidnicas fortes
de aménio quaternadrio conhecidas na arte como UNOsphere 0Q,
Q Sepharose HP, (Q-Sepharose FF e outras resinas tendo
unidades de ambénio quaterndrio (Q). Numa forma de reali-

zacdo mais preferida da presente invencdo, a cromatografia
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de permuta anidnica é realizada com uma resina Q-Sepharose

Fast Flow disponivel comercialmente.

O passo de cromatografia de permuta anidnica ¢é
realizado preferencialmente utilizando tampdes que tém um
pH ligeiramente alcalino. Os tampdes adequados incluem, por
exemplo, tampdo borato, trietanolamina/4cido iminodiacé-
tico, Tris, acetato de amdénio, tricina, bicina, TES, HEPES,
TAPS. E preferida a utilizacdo de um tampdo Tris. A eluicéo
da resina de permuta anidnica é normalmente conseguida por
aumento da condutividade da fase mével através da adicdo de
sal, preferencialmente cloreto de sédio. Preferencialmente,
a cromatografia de permuta anidénica é realizada utilizando
um tampdo de NaCl/Tris-HCl como eluente a um pH na gama

entre 7,0 e 8,0.

IT. Primeiro passo de cromatografia de afinidade

De acordo com a presente invencdo, o processo de
purificacdo de polipéptido sialiltransferase ST6GalNAcI
inclui um passo de cromatografia de afinidade que preferen-

cialmente é uma cromatografia de afinidade com corante.

A cromatografia de afinidade com corante baseia-
se na afinidade elevada de corantes imobilizados para
sitios de 1ligacdo nas proteinas da amostra. O passo de
cromatografia de afinidade com corante é realizado
utilizando uma resina tendo como um ligando imobilizado um

composto corante que é bem conhecido por um perito na arte,
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i.e., Azul Cibacron F3G-A. 0 termo "imobilizado" ¢é Dbem
compreendido por um perito na arte e significa dque o
ligando é derivatizado no sentido em que estd gquimicamente
ligado & resina. Uma resina particularmente preferida ¢é
Blue Sepharose FF (que pode ser obtida de Amersham

Biosciences Inc.).

Entende-se que o processo pode ser realizado com
resinas alternativas, tendo caracteristicas semelhantes.
Exemplos de resinas alternativas incluem: Toyopearl AF-
blue-HC-650M (Tosoh Bioscience), Toyopearl SuperButyl 550,
Toyopearl Phenyl 650, Blue Cellthru BigBead (Sterogene),
SwellGel Blue (Pierce), Cibachrome Dblue 3GA-agarose 100
(Sigma), Affi-Gel Blue (BioRad), cartuchos Econo-Pac blue
(Bio-Rad), Blue sepharose HP (Amersham), Cibacron Blue 3GA
(Sigma), Blue Sepharose ©oFF (GE Healthcare), ProSep PR

(Millipore), Methyl Sepharose e CDP Sepharose (Calbiochem).

O passo de cromatografia de afinidade com corante
é preferencialmente realizado utilizando tampdes tendo um
pH ligeiramente alcalino. Os tampdes adequados incluem, por
exemplo, MES, Bis-Tris, ADA, PIPES, ACES, BES, MOPS, TES,
HEPES. Numa forma de realizacdo mais preferida, a croma-
tografia de afinidade com corante é realizada utilizando um
tampdo de cloridrato de L-arginina/fosfato de potédssio a um

pH na gama entre 7,0 e 8,0 como eluente.

ITI. Segundo passo de cromatografia de afinidade

ou cromatografia em modo misto
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De acordo com uma forma de realizacdo da presente
invencdo, o processo de purificacdo do polipéptido sialil-
transferase ST6GalNAcI inclui um passo de cromatografia de
afinidade como descrito no capitulo II anterior, ou uma
cromatografia em modo misto, preferencialmente uma croma-

tografia em hidroxiapatite.

A cromatografia em hidroxiapatite ¢é uma croma-
tografia em modo misto que utiliza um fosfato de célcio
hidroxilado insoltvel Caip(P0O4)s(0OH)2, gque forma tanto a
matriz como o ligando. Os grupos funcionais consistem em
pares de ides de cédlcio carregados positivamente (sitios C)
e aglomerados de grupos fosfato carregados negativamente
(sitios P). As interaccdes entre hidroxiapatite e proteinas
sdo complexas e multi-modos. Num método de interaccéo,
grupos amino carregado positivamente em proteinas associam-
se aos sitios P carregados negativamente e grupos carboxilo
carregados negativamente na proteina interactuam por
complexacdo de coordenacdo a sitios C (Shepard (2000) J. of

Chromatography 891:93-98).

A hidroxiapatite cristalina foi o primeiro tipo
de hidroxiapatite utilizado em cromatografia. A cromato-
grafia em hidroxiapatite cerdmica é um desenvolvimento adi-
cional em cromatografia de hidroxiapatite. Hidroxiapatite
cerémica refere-se a uma forma de hidroxiapatite em que
nanocristais s&o aglomerados em particulas e fundidos a

alta temperatura para criar microesferas ceré@micas estaveis
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adequadas para aplicacdes de cromatografia. Exemplos comer-
ciais de hidroxiapatite cerédmica incluem, mas ndo estédo

limitados a CHT Tipo I e CHT Tipo II.

A hidroxiapatite cerédmica tem uma elevada dura-
bilidade, boa capacidade para ligacdo de proteinas e pode
ser utilizada a caudais e press®es mais elevados do que a
hidroxiapatite <c¢ristalina. (VoIa et al. (1993) Bio-
Techniques 14:650-655). A hidroxiapatite foi utilizada na
separacdo cromatogradfica de proteinas, &cidos nucleicos,
bem como de anticorpos. Na cromatografia em hidroxiapatite,
a coluna é normalmente equilibrada, e a amostra aplicada,
numa concentracdo baixa de tampdo fosfato e as proteinas
adsorvidas s&d@o entdo eluidas num gradiente de concentracio
de tampdo fosfato (Giovannini, (2000) Biotechnology and

Bioengineering 73:522-529).

Qualquer resina de hidroxiapatite pode ser uti-
lizada para realizar o segundo passo de cromatografia de
afinidade do processo de acordo com a invencdo. Numa forma
de realizacdo preferida, é realizada numa resina de hidro-
xiapatite cerédmica, como uma resina de hidroxiapatite tipo
I ou tipo II. A resina de hidroxiapatite pode ter parti-
culas de qualquer tamanho, como 20, 40 ou 80 pm. Numa forma
de realizacdo altamente preferida, a resina de hidro-
xiapatite cerdmica compreende particulas tendo um tamanho
de 40 pum. Uma resina de hidroxiapatite que ¢é particu-
larmente adequada ¢é uma coluna disponivel comercialmente

com o nome hidroxiapatite cerédmica CHT de tipo I, 40 pm.
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Numa forma de realizacdo mais preferida da
presente invencdo, a cromatografia de afinidade em hidro-
xiapatite é realizada utilizando um tampdo de NaCl/fosfato

de potéssio a um pH na gama entre 6,3 e 7,3 como eluente.

IV. Passo de cromatografia de permuta catidnica

De acordo com a presente invencdo, o processo de
purificacdo do polipéptido sialiltransferase ST6GalNAcI
inclui um passo de cromatografia de permuta catidnica

(CEC) .

A CEC se baseia em interaccgdes carga-carga entre
as proteinas presentes na amostra e as cargas imobilizadas
na resina. Na cromatografia de permuta catidnica, os ides
de ligacdo das proteinas sdo positivos e o grupo funcional
imobilizado é negativo. Resinas de permuta catidnica wvul-
garmente utilizadas sdo resina S, derivados sulfato, e

resinas CM (carboximetilo), 1ides derivados carboxilados.

No entanto, em geral o passo de cromatografia de
permuta catidénica pode ser realizado com todas as resinas
ou membranas de permuta catidénica correntes disponiveis
comercialmente. As resinas de permuta catidnica podem ser
utilizadas na forma de colunas ou membranas pré-vertidas em
que estd fixo o grupo funcional, e.g., acido sulfdénico.
Alternativamente, as colunas podem ser auto-preparadas. N&o
hd limitacdes especificas gquanto a capacidade e a geometria

das colunas que ndo as habituais. O perito na arte sabe que
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a quantidade de resina de permuta catidnica a ser utilizada
depende do teor total de proteinas do fluido de cultura de
células ou qualquer outro fluido, e.g., o eluido do passo

de cromatografia anterior.

Diferentes tipos de materiais de permuta catid-
nica estdo disponiveis com diferentes nomes e de uma
infinidade de fornecedores como a Bio-Rex.RTM. (e.g., tipo
70), Chelex.RTM. (e.g., tipo 100), Macro-Prep.RTM. (e.g.,
tipo CM, High S, 25 S), AG.RTM. (e.g., tipo 50W, MP) (todos
disponiveis de BioRad Laboratories); WCX 2 (disponivel de
Ciphergen), Dowex.RTM. MAC-3 (disponivel de Dow Chemical
Company), Mustang C e Mustang S (disponiveis de Pall Cor-
poration), Cellulose CM (e.g., tipo 23, 52), hyper-D,
partisphere (disponivel de Whatman plc.), Amberlite.RTM.
IRC (e.g., tipo 76, 747, 748), Amberlite.RTM. GT 73, Toyo-
pearl .RTM. (e.g., tipo SP, CM, 650M) (todos disponiveis de
Tosoh Bioscience GmbH), CM 1500 e CM 3000 (disponiveis de
BioChrom Labs), SP-Sepharose.TM, CM-Sepharose.TM (dispo-
nivel de GE Healthcare), resinas porosas (disponiveis de
PerSeptive Biosystems), Asahipak ES (e.g., tipo 502C),
CXpak P, IEC CM (e.g., tipo 825, 2825, 5025, LG), IEC SP
(e.g., tipo 420N, 825), IEC QA (e.g., tipo LG, 825)
(disponivel de Shoko America 1Inc.), resina de permuta
catidénica 50W (disponivel de Eichrom Technologies Inc.).
Preferencialmente, o material de permuta catidénica ¢é um
material de permuta catidénica forte como Macro-Prep.RTM.
High S or 25S, MacroCap SP, Toyopearl.RTM.SP 650M, Source

S, SP Sepharose ou POLYCAT A.
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Numa forma de realizacdo preferida da presente
invencdo, o passo de permuta catidnica é realizado com uma
resina que contém material de permuta catidnica sulfopro-
pilo ou uma resina que tenha caracteristicas semelhantes.
Numa forma de realizacdo mais preferida da presente inven-
cdo, a cromatografia de permuta catidénica é realizada com
uma resina SP-Sepharose de alto desempenho disponivel

comercialmente.

O passo de cromatografia de permuta catidbnica é
preferencialmente realizado utilizando um tampdo com um pH
ligeiramente 4&cido. 0Os tampdes adequados incluem, por
exemplo, &cido maleico, &cido maldénico, &cido <citrico,
dcido léactico, é&cido fdérmico, &cido butanocandidico, &acido
acético, fosfato, HEPES e BICINA. E preferida a utilizacéo
de um tampédo fosfato. A eluicdo da resina de permuta catid-
nica é normalmente conseguida por aumento da condutividade
da fase mével através da adicdo de sal, preferencialmente
cloreto de sédio. Preferencialmente, a cromatografia de
permuta catidénica ¢é realizada wutilizando um tampédo de
NaCl/fosfato de potédssio a um pH na gama entre 6,0 e 7,0

como eluente.

V. Passos de purificacédo adicionais

Além disso, o processo pode compreender passos de
filtracdo. Os processos de filtracdo s&o bem conhecidos
pelo perito na arte e todos os métodos comuns podem ser

utilizados. O processo pode compreender um ou mais
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processos de ultrafiltracdo em diversos passos do processo.
O processo pode compreender nanofiltracdo, por exemplo,

para eliminacdo viral final.

A ultrafiltracdo é uma forma de filtracdo por
membrana em que a pressdo hidrostatica forca um ligquido
contra uma membrana semipermedvel. Sb6lidos em suspensdo e
solutos de alto peso molecular sdo retidos, enquanto a agua
e 0s solutos de baixo peso molecular passam através da mem-
brana. A ultrafiltracdo ¢ um método vulgarmente utilizado
para a separacdo para purificacdo e concentracdo de solu-
¢bes macromoleculares, especialmente solucdes de proteinas.
A ultrafiltracdo ¢é semelhante a nanofiltracdo, diferindo
contudo em termos do tamanho das moléculas que retém. No
quadro da presente invencdo, ¢é preferido um corte de peso
molecular de 10 kDa (10 kDa UF). Membranas de UF também
podem ser utilizadas para diafiltracdo para remover sais e
outras microespécies da solucdo através de diluicdo e

reconcentracdo repetida ou continua.

Preferencialmente, 0 processo de purificacéo
compreende um ou mais passos de ultrafiltracdo/ diafil-
tracdo. Estes passos de filtracdo podem ser realizados
antes, durante e/ou depois dos passos de cromatografia.
Preferencialmente, um passo de diafiltracdo ¢é realizado
entre os passos de cromatografia, por exemplo entre o passo
de cromatografia em modo misto e o passo de cromatografia
de permuta catidnica, e um passo de wultrafiltracdo/dia-

filtracdo é realizado depois dos passos de cromatografia.
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Estes passos de filtracdo podem ser realizados utilizando
dispositivos de filtracdo disponiveis comercialmente, e.g.,
disponiveis de GE Healthcare ou Sartorius. A ultrafiltracéo
¢ preferencialmente realizada utilizando as cassetes Sar-
tocon e as cassetes Sartocon Slice fornecidas por Sarto-

rius.

E. Polipéptido sialiltransferase produzido

Noutro aspecto, a presente descricdo proporciona
polipéptidos sialiltransferases produzidos por qualquer dos

processos de acordo com a invencéao.

Numa forma de realizacdo, o polipéptido sialil-
transferase é um polipéptido sialiltransferase truncada sem
a totalidade ou parte do dominio de sinal de sialiltrans-
ferase, a totalidade ou parte do dominio transmembranar de
sialiltransferase e/ou a totalidade ou parte do dominio
germinativo de sialiltransferase. Numa forma de realizacéo
preferida da presente invencdo, o polipéptido sialiltrans-
ferase sé6 compreende o dominio activo de sialiltransferase,
sendo o referido polipéptido soltivel. A sialiltransferase é
ST6GalNAcI, preferencialmente de frango, mais preferencial-
mente a sialiltransferase é a proteina de acordo com a SEQ

ID NO: 4 ou SEQ ID NO: 6.

Os polipéptidos sialiltransferase ST6GalNAcI pro-

duzidos de acordo com os processos da presente invencdo tém
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varias vantagens em relacdo aos polipéptidos sialiltrans-

ferases do estado da técnica.

Os processos de producdo novos e melhorados da
presente invencdo proporcionam polipéptidos sialiltrans-
ferases ST6GalNAcI que sdo altamente activos, purificados
para uma qualidade farmacéutica e passiveis de producgdo em

grande escala.

O termo "puro" refere-se a um polipéptido sialil-
transferase ST6GalNAcI gque estd substancialmente ou essen-
cialmente isento de componentes que normalmente acompanham
o material na mistura utilizada para preparar o polipép-
tido, e.g. ADN ou proteinas da célula hospedeira. Tipica-
mente, o polipéptido sialiltransferase ST6GalNAcI produzido
pelo processo da presente 1invencdo estd pelo menos 98%
puro, preferencialmente pelo menos 99% puro. A pureza é de-
terminada por qualgquer método de anadlise reconhecido na
arte (e.g., intensidade de bandas num gel corado com prata,
electroforese em gel de poliacrilamida, HPLC, RP-HPLC,

ELISA ou um meio semelhante).

O termo "activo" refere-se a actividade espe-
cifica de um polipéptido sialiltransferase ST6GalNAcI
produzido pelo processo da presente invencdo, que significa
a actividade <catalitica da sialiltransferase, que ¢é a
transferéncia de uma unidade de &cido sidlico de uma

molécula dadora para uma molécula aceitadora.
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A actividade catalitica de ST6GalNAcI refere-se a
transferéncia de uma unidade de &cido sidlico de CMP-acido
sidlico por uma ligacdo o2,6 para um residuo de N-acetil-
galactosamina (GalNAc) ligado por O ao aminodcido treoni-
na/serina de uma glicoproteina. A actividade especifica
pode ser expressa em unidades de actividade. Tal como agui
utilizada, uma unidade de actividade catalisa a formacdo de
1 upmol de produto por minuto a um determinado aceitador-
substrato, temperatura e valor do pH. Na presente invencéo,
a actividade especifica de ST6GalNAcI estd numa gama entre
5 U/mg e 10 U/mg, preferencialmente 6 U/mg a 9 U/mg, mais

preferencialmente 7 U/mg a 8 U/mg.

A actividade de sialiltransferase pode ser deter-
minada por métodos conhecidos. Esses métodos incluem o
doseamento por fluorescéncia, doseamentos por RP-HPLC e
abordagens radiocactivas (Spiegel et al., 1992, J. Chro-
matogr., 573(1):23-7; Gross et al., 1990, Anal. Biochem.,
186 (1) :127-34; Skretas et al., 2009, Microbial cell

factories, 8:50).

F. Utilizacdo de sialiltransferases

Noutro aspecto, a presente invencdo inclui a
utilizacdo da ST6GalNacl produzida pelo processo de acordo
com a invencdo para a glicosilacdo de proteinas terapéu-
ticas, em particular para a glico-PEGilacdo de G-CSF
humano, eritropoietina, IFN, hGH, FSH, insulina ou anticor-

pos.
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A glicosiltransferase ST6GalNAcI €& um reagente
essencial para a glicosilacdo de proteinas terapéuticas.
Adicionalmente, a ST6GalNAcI é um reagente importante para
a investigacdo e desenvolvimento de glicopéptidos terapeu-
ticamente importantes e agentes terapéuticos oligossa-

céridos.

As enzimas sialiltransferases STo6GalNAcI modifi-
cadoas sédo Uteis para preparacdo in vivo e 1in vitro de pép-
tidos glicosilados, bem como para a producdo de oligossa-
cadridos contendo os residuos glicosilo especificos que
podem ser transferidos pelas enzimas glicosiltransferases
modificadas. As formas modificadas dos polipéptidos
STo6GalNAcI podem ter actividades bioldgicas comparéaveis a,
e em alguns casos, para além dos seus homdlogos polipep-

tidicos de comprimento total.

O termo "glicosilacdo", tal como aqui utilizado,
refere-se a conjugacdo mediada enzimaticamente de uma
espécie de actcar modificado a um aminocdcido ou residuo
glicosilo de um polipéptido, e.g., um péptido eritropoie-
tina, pela sialiltransferase preparada pelo processo da
presente invencdo. Subgéneros de glicosilacdo s&do "glico-
conjugacdo" e "glico-PEGuilacdo", em que o grupo modi-
ficador do actcar modificado ¢ poli(etileno glicol), um
derivado algquilo (e.g., m-PEG) ou um seu derivado reactivo

(e.g., HoN-PEG, HOOC-PEG).

Uma "proteina terapéutica", tal como aqui uti-
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lizado, refere-se a uma proteina, péptido, glicoproteina ou
glicopéptido que é administrado a um individuo para tratar
uma doenca ou disfuncdo ou para melhorar a salde do indi-
viduo. Numa forma de realizacdo preferida, o individuo é um
ser humano. Noutra forma de realizacdo preferida, a
proteina terapéutica é uma proteina humana. Numa forma de
realizacdo adicional, a proteina terapéutica é glicosilada
ou de outra forma modificada por uma ou mais glicosil-

transferases produzidas em células CHO.

O G-CSEF (factor de estimulacdo de coldnias de
granuldbécitos) é um factor de crescimento hematopoiético que
estimula a proliferacdo e diferenciacdo de células precur-
soras hematopoiéticas e a activacdo de neutrdédfilos maduros.
O G-CSF ¢é capaz de suportar a proliferacdo de neutrdfilos
in vitro e in vivo. A forma humana de G-CSF foi clonada por
grupos do Japdo e dos EUA em 1986 (ver e.g. Nagata et al.,
1986, Nature 319: 415-418). A glicoproteina humana natural
existe em duas formas, uma tendo 174 e a outra tendo 177
aminoacidos. A forma com 174 aminodcidos mais abundante e
mais activa foi utilizada no desenvolvimento de produtos

farmacéuticos por tecnologia de ADN recombinante.

Os exemplos seguintes referem-se a producgdo e
purificacdo de um polipéptido ST6GalNAcI truncado de frango
e sdo proporcionados meramente para ilustrar melhor o pro-
cesso da invencdo. O ambito da invencdo ndo deverd ser
interpretado como consistindo meramente nos exemplos

seguintes.
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EXEMPLOS

1. Construcdo da cassete de expressao

Foi gerada uma cassete de expressdo para ex-
pressdo de um polipéptido ST6GalNAcI que consiste em gli-
cosiltransferase de frango (a-N-acetil-neuraminil-2,3-3-
galactosil-1,3-N-acetilgalactosaminida alfa-2,6-sialil-
transferase I) N-terminalmente truncada no aminoacido K232
ao qual 8 aminodcidos de uma sequéncia interveniente foram
ligados ao N-terminal. A sequéncia de aminoacidos completa
utilizada para expressdo (SEQ ID NO: 6) estd ilustrada na

Figura 3.

Para adicionar um sinal de iniciacdo da traducéo
e para aumentar a velocidade de expressdo, o acido nucleico
que codifica o polipéptido SToGalNAcI truncado foi
introduzido numa cassete de expressdo de eritropoietina
(EPO) humana gendémica para substituir as sequéncias de
codificacdo da EPO. Globalmente a unidade de transcricdo de
ST6GalNAcI foi concebida para conter os seguintes

elementos:

- Sequéncia de sinal de EPO (consistindo no ex&o
1 de eritropoietina humana [que codifica para 4 amino-
dcidos], intrdo 1 e uma porcdo do exdo 2 [que codifica para

27 aminoécidos: MGVHECPAWLWLLLSLLSL PLGLPVLG]) ;

- ST6GaINAcI e sequéncia de nucleotidos da

sequéncia interveniente (SEQ ID NO: 5);
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- 3'-UTR de eritropoietina humana de 285 pb;

- ligante de 45 pb com sitio 5'-Not I; o sitio

3'-Munl é uma parte integrante da sequéncia SV40.

Com base na sequéncia de aminoadcidos como apre-
sentada na Figura 3, a sequéncia de nucledétidos de
ST6GalNAcI madura foi optimizada para a utilizacdo de
coddes em CHO; os nucleotidos derivados da sequéncia de EPO
gendmico ndo foram adaptados e correspondem a sequéncia da
eritropoietina humana natural. A cassete de expresséo
resultante é EcST6 abreviada. A sequéncia de nucleotidos de
EcSTe foi confirmada por sequenciacdo (SEQ ID NO: 7). A

congruéncia d sequéncia era de 100%.

2. Construcdo do vector de expressdo

O fragmento de EcST6 sintético foi clonado como

um fragmento de NotI/Mnul no vector de expressido pMOZ-GS8.

Este vector baseia-se num esqueleto pSV2 que
contém a unidade de expressdo de R-lactamase que confere
resisténcia a ampicilina e a origem de replicacdo de pBR322
como os elementos procaridticos e o marcador de seleccédo
eucaridético di-hidrofolato redutase (DHFR) conduzido por um
promotor génico precoce SV40 e o correspondente 3'-UTR de
3V40. O marcador de seleccdo da DHFR de murganho original
foi modificado por fusdo parcial com um gene de DHFR de CHO

para se obter um DHFR hibrido recombinante (DHFRec), que
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mostra uma afinidade 10 vezes mais baixa para o agente
selectivo metotrexato (MTX). As células transfectadas com o
marcador de seleccdo de DHFRec podem ser seleccionadas com
quantidades maiores de MTX para bloquear a DHFR enddgena
que estéd presente na primeira linha celular CHOSI CHO DHFR
progenitora, e para enriquecer em células geneticamente
alteradas que albergam sé DHFRec derivado de plasmideo. A
expressdo génica estéd sob o controlo de um promotor mCMV
forte. A Jjusante do promotor mCMV estd o sitio de clonagem
multipla (MCS) e um intrdo PB-globina de coelho, bem como um
3'-UTR que permite a expressdo eficiente das transcricdes

de ADNCc.

A insercdo da cassete no vector pMOZ-G8 foi

verificada por PCR.

Células de E. coli foram transformadas com o
plasmideo de expressdo pMO7-GBEcST6. O rastreio de coldnias
diferentes transformantes foi realizado e o ADN de
plasmideo foi preparado a partir de um clone seleccionado.
Para confirmar a identidade de pM07-G8 EcST6, toda a se-
quéncia nucleotidica foi wverificada por sequenciacdo de

ADN.

3. Linha celular CHO

Para a expressdo da forma secretada de SToGal-
NaAcI de frango, utilizou-se uma linha celular de ovario de

hamster chinés. A linha celular parental utilizada para a
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producdo de ST6GalNAcI é um derivado de uma CHOSI 4, uma
linha celular de ovario de hamster chinés (CHO dhfr-) defi-
ciente em actividade de di-hidrofolato redutase (dhfr) que
foi adaptada para crescimento em meio isento de soro e

proteina.

Resumo da linha celular hospedeira CHOSI 4:

- A linha celular hospedeira CHOSI 4 foi derivada
de CHO dhfr (ATCC numero CRL-9096; ACCl26 de DSMZ, Brauns-

chweig, Alemanha).

- A linha celular hospedeira CHOSI 4 foi adaptada
para crescimento em meioquimicamente definido, isento de

soro e proteina por cultivo a longo prazo em meio MAM-PF2.

- A morfologia do CHOSI 4 ¢ redonda guanto a

forma. A cultura cresce como uma suspensdo de célula Unica.

- CHOSI 4 estéd adaptada para crescimento em meio
MAM-PF quimicamente definido, isento de componentes ani-
mais, gque ndo contém soro, proteinas, péptidos ou hidroli-
sados. No entanto, a linha celular pode ser cultivada

noutros meios isentos de soro disponiveis comercialmente.

- CHOSI 4 é subcultivada por uma razido de diviséo
total de 1:50 por semana. As células sido primeiro divididas
1:20 num novo baldo e apds 4 dias obtém-se 3/2 do volume

inicial de meio fresco. CHOSI 4 mostra uma velocidade de



PE2415779 - 41 -

crescimento especifico superior a um por dia (D> 1 x d7') e
densidades de células em sistemas de cultura agitados de 2
x 10° células/mL em modo descontinuo e 1 x 10’ células/mL

em modo de alimentacdo em descontinuo.

- A adicdo de factores de fixacdo ou de soro
fetal de vitelo ao meio de cultura de células conduz a uma
alteracdo da morfologia das células, e as células CHOSI 4

revertem para uma camada epitelial.

4, Cultura e colheita de células

Descongelamento das células e expansdo do indéculo

em frascos T e frascos de agitacdo

Um tnico frasco do MCB foi tirado da armazenagem
na fase de vapor de azoto liquido e aquecido num banho de
dgua a 37 + 1°C. As células foram recolhidas por centrifu-
gacdo num frasco T contendo meio de cultura fresco, pré-
aquecido. A expansdo adicional do indéculo foi conseguida
por diluicdo e passos de subcultivo em frascos de agitacéo
com volumes crescentes de meio de cultura até um volume
final que ¢é adequado para utilizacdo como semente no

biorreactor.

Expansdo de células no biorreactor de sementeira

Apbs a expansdo das células em frascos de agi-

tacdo o indéculo foi transferido para o Dbiorreactor de
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sementeira e o volume foi expandido com meio fresco até um
volume final de trabalho de 10 L. As células foram
cultivadas no biorreactor de sementeira durante 3 dias até
ter sido atingido o numero de células adequado para

inoculacdo do biorreactor de producéo.

Cultivo no biorreactor de producdo

Apdbs o crescimento no biorreactor de sementeira,
o contetdo do biorreactor de sementeira foili assepticamente
transferido para o biorreactor de produgcdo e a cultura
transferida foi expandida para o volume de trabalho final
com meio de cultura fresco. Depois de atingir uma densidade
de células pré-definida de 2 1,5 x 10° células vidveis/mL,
a temperatura de incubacdo foi baixada de 37°+ 1°C para
32°+ 1°C. O nivel de glucose foi mantido dentro de uma gama
definida por alimentacdo de uma solucdo de glucose numa
concentracdo entre 4 g/L e 8 g/L. O processo de fermentacdo
foi terminado 14-17 dias apds o inicio do cultivo no

biorreactor de producéo.

Colheita e armazenagem

A suspensdo de células do biorreactor de producédo
foi limpa de células e detritos por filtracdo de pro-
fundidade da colheita em sacos estéreis descartéveis apds a
terminacdo da fermentacdo. Utilizou-se um filtro de pro-
fundidade descartédvel para a filtracdo da colheita. A
colheita foi armazenada a 2-8°C até processamento a jusante

adicional.
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5. Purificacéo

> Purificacdo - Exemplo 1

O processo de purificacdo de ST6GalNAcI comecou
com um passo de cromatografia de captura utilizando uma
coluna de permuta anidnica. 0Os passos de purificacdo subse-
quentes incluiram cromatografia de afinidade, cromatografia
de modo misto, ultra-/diafiltracdo, cromatografia de per-
muta catidénica e uma nano-filtracdo final através de uma
membrana Planova® de 15 nm. Os passos cromatograficos foram
realizados wutilizando sistemas de cromatografia de gra-
diente e decorreram automaticamente. Adsorcdo UV, conduti-
vidade, pH, caudal e contra-pressdo foram registrados em
cada passo cromatografico por um software adequado. Os

tipos de colunas e resinas utilizadas estdo apresentados na

Tabela 1:
Dimensdes do gel
Passo Tipo de coluna Tipo de resina
(DxA) [mm]
Coluna BPG de
Cromatografia de QO-Sepharose Fast
vidro de 200 x 205
permuta anidnica Flow
borossilicato
Coluna BPG de
Cromatografia de Blue Sepharose
vidro de 140 x 110
afinidade 6-Fast Flow
borossilicato
Coluna BPG de
Cromatografia de Hidroxiapatite
vidro de 100 x 250
modo misto Tipo I 40 pm
borossilicato
Cromatografia de Coluna BPG de
SP-Sepharose de
permuta vidro de 100 x 150
alto desempenho
catidnica borossilicato
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1% Coluna: Cromatografia de permuta anidénica (QO-

Sepharose FF)

A cromatografia de permuta anidnica com resina Q-
Sepharose Fast Flow foi utilizada como o primeiro passo
cromatogrdfico para capturar ST6GalNAcI na colheita e para
reducdo de volume. ST6GalNAcI foi eluida pela aplicacdo de
um passo de sal de NaCl 800 mM em Tris HC1 20 mM, pH 7,6. O
eluido foi recolhido com base no perfil de absorcdo no UV.

As condicdes cromatograficas sdo sumariadas na Tabela 2:

Parametro Condicgodes

Q-Sepharose Fast Flow (Amersham
Resina

Biociences/GE-Healthcare)

Didmetro da coluna 200 mm
Altura do leito 205 £ 15 mm
Pratos tedricos > 2200 N/m

Factor de assimetria 0,8-1,5

Tamp&o de equilibracgéo

Tris 20 mM, pH 7,6

Tampdo de eluicdo

NaCl 800 mM em Tris HC1 20 mM, pH 7,6

Inicio: 0D280 > 0,04 AU
Critérios de mistura
Paragem: 0,6 VC apdbds inicio

2% Coluna: Cromatografia de afinidade (Blue-

Sepharose 6 FF)

Blue Sepharose 6FF é uma resina de agarose ligada
covalentemente ao corante Azul de Cibacron® e foi utilizada
para ligar preferencialmente ST6GalNAcI na presenca de com-

taminantes contidos no eluido de Q-Sepharose. A ST6GalNAcI
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foi eluida com cloridrato de L-arginina 500 mM em tampédo
fosfato de potéssio 25 mM, pH 7,5. O eluido foi recolhido
com base no perfil de absorcdo no UV. As condicdes

cromatogrdficas estdo sumariadas na Tabela 3:

Parametro Condicgdes
Blue Sepharose FF (Amersham Biociences/
Resina
GE-Healthcare)
Didmetro da coluna 140 mm
Altura do leito 110 £ 20 rm
Pratos teéricos > 2778 N/m
Factor de assimetria 0,8-1,5

Tampdo fosfato de potédssio 25 mM pH 7,5,
Tampdo de equilibracédo
NaCl 50 mM

Cloridrato de L-arginina 500 mM fosfato
Tampdo de eluicdo
de potéssio 25 mM pH 7,5

Inicio: OD > 0,010 AU
Critérios de mistura
Paragem: OD < 0,05 AU

3% Coluna: Cromatografia de modo misto (hidro-

xiapatite)

Utilizou-se cromatografia de modo misto numa
resina de hidroxiapatite como um passo intermedidrio para
reduzir ainda mais os niveis de HCP e ADN. A ST6GalNAcI foi
eluida com NaCl 1,0 M em tampdo fosfato de sébdio 5 mM pH
6,8. 0 eluido foi recolhido com base no perfil de absorcéo

no UV.

As condicdes cromatogridficas estdo sumariadas na

Tabela 4:
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Parametro Condigoes
Resina Hidroxiapatite CHT Tipo I 40 pm (Bio Rad)
Didmetro da coluna 100 mm
Altura do leito 250 mm £ 20 mm
Pratos tebricos > 4760 N/m
Factor de assimetria 0,8-2,3
Tampdo de equilibracgéo Tampdo fosfato de potédssio 5 mM pH 6,8

Tampdo fosfato de potéssio 5 mM pH 6,8,
Tampdo de eluicgdo
NaCl 1 M

Inicio: OD > 0,050 AU
Critérios de mistura
Paragem: 1,34 VC

Ultrafiltracdo / Diafiltracdo

O eluido de hidroxiapatite foi diafiltrado utili-
zando um mbédulo de corte Sartocon com um corte de peso
molecular (MWCO) de 30 kDa. A filtracdo de fluxo tangencial
foi realizada para dessalinizar e concentrar o produto e
finalmente trocar o tampdo para tampdo fosfato de potéssio

25 mM a pH 6,0.

4% Coluna: Cromatografia de permuta catidnica (SP

Sepharose)

Utilizou-se cromatografia de permuta catidnica
como o passo final de polimento para remover qualgquer HCP
residual remanescente possivel. Nas condic¢cdes especificas
aplicadas a ST6GalNAcI foi eluida com NaCl 250 mM em tampédo
fosfato de potéssio 25 mM pH 6,8. As condicdes cromato-

graficas estdo sumariadas na Tabela 5:
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Parametro Condicgdes
Resina SP-Sepharose de alto desempenho
Didmetro da coluna 100 mm
Altura do leito 150 £+ 20 mm
Pratos tedricos > 7353 N/m
Factor de assimetria 0,8-1,5
Tampdo de equilibracéo Tampdo fosfato de potéssio 25 mM pH 6,0

Cloreto de sdédio 250 mM, fosfato de
Tampdo de eluicdo
potédssio 25 mM pH 6,0

Inicio: OD > 0,050 AU
Critérios de mistura
Paragem: OD < 0,200 AU + 0,6 VC

Ultrafiltracdo/diafiltracdo e formulacdo

O eluido de SP-Sepharose foi diafiltrado num
médulo de corte Sartocon com um MWCO de 30 kDa. Foi reali-
zada filtracdo de fluxo tangencial para dessalinizar e
concentrar o produto e trocar o tampdo para BisTris 50 mM,
pH 6,5, NaCl 100 mM, 5% de sorbitol. Depois de completada a
diafiltracdo, adicionou-se Tween 80 numa concentracdo final

de 0,003%.

> Purificacdo - Exemplo 2

1% Coluna: Cromatografia de permuta anidnica (Q

Sepharose FF)

Este passo do processo é utilizado para a captura
de c¢cST6 por cromatografia de permuta anidbnica a partir da

colheita do biorreactor filtrada estéril, clarificada. 1000
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mL de sobrenadante do biorreactor foram diluidos 1:3 em
tampdo A (Tris 20 mM, pH 7,6) e carregados numa coluna omni
25/150 Q Sepharose FF. O c¢cST6 foi eluido por um gradiente

linear de NaCl (0-1 M, 20 VC).

29 (Coluna: Cromatografia de afinidade (matriz de

afinidade CDP)

Este passo do processo de cromatografia de afi-
nidade é um passo intermedidrio que é importante para au-
mentar a pureza do c¢cSTo6. O conjunto das fracgdes 9-11 do
passo de captura de Q Sepharose foi diluido 1:3 em tampdo A
(MES 10 mM pH 6,8, 25% de glicerol) e carregado numa coluna
de afinidade XK 10/55 CDP. Para evitar a sobrecarga da
coluna CDP a carga foi aplicada em dois ensaios de CDP
idénticos. O c¢ST6 foi eluido por um gradiente linear de

NaCl (0-1 M, 10 VC).

3% Coluna: Cromatografia de permuta anidnica

(Mono Q Sepharose)

Esta cromatografia de permuta anidnica foi uti-
lizada como o passo final de polimento. A combinacdo das
fraccdes de cST6 do passo intermedidrio CDP foi diluida
1:10 em tampdo A (Tris 20 mM, pH 7,6) e carregada numa CO-
luna Mono Q HR 10/10. O c¢ST6 foi eluido por um gradiente

linear de NaCl (0-0,6 M, 5 VC).
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> Purificacdo - Exemplo 3

1% Coluna: Cromatografia permuta anidnica (Q

Sepharose FF)

Utilizou-se cromatografia de permuta anidénica com
resina (Q-Sepharose Fast Flow como o primeiro passo
cromatografico para capturar ST6GalNAcI na colheita e para
reducdo do volume. Purificou-se 300 mL de sobrenadante
clarificado e filtrado estéril do biorreactor de cultura
com alimentacdo em descontinuo. As condig¢des cromato-

gradficas estdo sumariadas na Tabela 6:

Onnifit 25, altura do leito = 15 cm,
Coluna

vVC = 73,6 mL
Tampdo de equilibracéo A Tris 20 mM, pH 7,6
Tampdo de eluicdo B Tris 20 mM, pH 7,6, NaCl 1 M
Factor de diluigdo para a Diluicdo da amostra 1:3 em tampdo de
carga equilibracdo A

Passos: 4% (4C V), 20%(4 VC) e 100% (2
Gradiente

VC) de tamp&o de eluicdo B

2% C(Coluna: Cromatografia de afinidade interme-

didria (Blue-Sepharose FF)

Este passo do processo de cromatografia de
afinidade ¢é um passo intermedidrio que ¢é importante para
aumentar a pureza do cST6. O eluido do passo de cromato-
grafia de captura (29 mL) foi diluido e purificado por um
passo de cromatografia em Blue Sepharose. As condicdes

cromatograficas estdo sumariadas na Tabela 7:
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Omnifit 10, altura do leito = 7,0 cm,
vVC = 5,5 mL

Coluna

Fosfato de potéssio 25 mM, pH 7,5,

Tampdo de equilibracgéo A
NaCl 50 mM

) Fosfato de potéassio 25 mM, pH 7,5,
Tampdo de eluic¢do B
Arginina-HCl1 1 M

Factor de diluigdo para a Diluicdo da amostra 1:3 em tampdo de

carga equilibracdo A

) Passos: 10% de B, 75% de B, 100% de B
Gradiente

(cada passo 5 VC)

34 Coluna: cromatografia de afinidade de

polimento (Prosep PB)

O meio ProSep-PB é composto por um ligando m-
aminofenilo sintético imobilizado em pérolas de vidro de
tamanho de poros controlado. Esta cromatografia de afini-
dade foi utilizada como o passo de polimento final. 15 mL
de eluido intermedidrio foram purificados para este passo
de cromatografia. As condicdes cromatograficas estdo suma-

riadas na Tabela 8:

Omnifit 10, altura do leito = 5,8
cm, VC = 4,55 mL

Coluna

Fosfato de potéassio 25 mM, pH 6,5,

Tampdo de equilibracgdo Al2
NaCl 0,5 M

Tampdo de equilibracgdo All BisTris 50 mM, pH 6,5, NaCl 0,5 M

BisTris 50 nmM, pH 6,5, NaCl 0,5 M,

Tampdo de eluigdo B
Sorbitol 1,37 M

] ] Diluigdo 1:5 em tampdo de
Factor de diluicdo para a carga o
equilibracdo Al2

Gradiente Passos: 100% de B em 5 VC

] ) BisTris 50 nmM, pH 6,5, 0,015% de
Tampao de diluigéo
Tween 80

BisTris 50 mM, pH 6,5, NaCl 0,1 M,

Tampdo de formulacgao
5% de sorbitol, 0,003% de Tween 80
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6. Pureza, actividade especifica e rendimento de

producdo de ST6GalNAcT

> Exemplo 1

A pureza da ST6GalNAcI purificada de acordo com o
exemplo 1 foi determinada por SDS-PAGE corada com Coomassie
(ver Figura 3), RP-HPLC, ELISA e doseamento do limiar em
trés lotes. A actividade especifica da ST6GalNAcI foi

determinada por RP-HPLC.

A pureza e actividades especificas foram como

indicado na Tabela 9:

Ensaio Método Lote #1 Lote #2 Lote #3
Banda Banda Banda
principal a principal a principal a
Identidade SDS-PAGE
aproxim. 66 aproxim. 66 aproxim. 66
kDa. kDa. kDa.
Pureza RP-HPLC 100,0% 100,0% 99, 5%
Proteina
residual das 35 ng/mg 35 ng/mg 37 ng/mg
ELISA
células (ppm) (ppm) (ppm)

hospedeiras CHO

ADN residual de
Ensaio do

células < 784 pg/mg < 833 pg/mg < 755 pg/mg
limiar
hospedeiras
Actividade
RP-HPLC 5,6 U/mg 7,8 U/mg 7,7 U/mg
especifica

O rendimento de producdo da ST6GalNacI purificada

estava numa gama de 65 mg/L a 75 mg/L.
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Foi feito um estudo de comparabilidade para
comparar a expressdo de ST6GalNAcI em células CHO com a
expressdo de ST6GalNAcI em células de insecto. A STo6GalNAcI
derivada de <células de 1insecto mostrou uma actividade
especifica de 2,5 U/mg e a ST6GaNAcI derivada de CHO

mostrou uma maior actividade especifica de 7,8 U/mg.

> Exemplo 2

As fraccgdes de c¢ST6 purificada de acordo com o
exemplo 2 foram combinadas e analisadas guanto a pureza por
meio de SDS-PAGE corada com Coomassie (ver Figura 4). As
amostras reunidas de ¢ST6 provenientes de trés clones
diferentes Cl, C2 e C3 foram carregadoas ndo diluidas,

diluidas 1: 5 e diluidas 1:10.

A Tabela 10 mostra a preparacdo e carregamento da

amostra:
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Volume Tampdao Volume
Pogo Amostra de da de Condigdes
amostra amostra carga
[pL] (pL] (pL]
1 Combinacdo Cl apds 32 10
coluna (Mono Q)
Combinag¢do C2 apds 3°
2 coluna (Mono Q) 10 10 20
3 Combinacdo C3 apds 3° 10

coluna (Mono Q)

4 - - 10 10

Combinacdo Cl apds 32

> coluna (Mono Q) 2+8H20
Combinag¢do C2 apds 3°
+
6 coluna (Mono Q) 2+8H20 10 20 ebulicao/
5 ZgTEigaiigng3Q?pés 32 2 48H20 reduzido
8 - 10 10
Combinacdo Cl apds 32
9 coluna (Mono Q) L+9H20
- = . 3
10 Combinacdo C2 apdbds 3 14+9H20 10 20
coluna (Mono Q)
- o . 3
11 Combinacdo C3 apdbds 3 14+9H20
coluna (Mono Q)
12 Marcador de baixo peso 10

molecular

Como ilustrado na Fig. 4, as combinacdes néo
diluidas mostram contaminacdes minoritédrias abaixo de 20
kDa. O sinal das combinacdes diluidas 1:10 era mais forte
do que o sinal das impurezas nas amostras ndo diluidas.

Assim, a pureza pode ser estimada como sendo > 90%.

> Exemplo 3

A pureza da ST6GalNAcI purificada de acordo com o
exemplo 3 foi determinada por SDS-PAGE <corada com
Coomassie, RP-HPLC, ELISA e anédlise do limiar em trés
lotes. A actividade especifica da SToGalNAcI foi determi-

nada por RP-HPLC.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1:
Processo de fabrico de sialiltransferase: cultura

e colheita de células

Figura 2:
Processo de fabrico de sialiltransferase: puri-

ficacéao

Figura 3:

Gel de proteina (SDS-PAGE) que foi corado com
azul de Coomassie apdbds os diferentes passos de purificacéo
do exemplo 1. A banda a cerca de 66 kDa corresponde ao po-
lipéptido ST6GalNAcI purificado de acordo com a SEQ ID NO:

6.

Figura 4:

Gel de proteina (SDS-PAGE) corado com azul de
Coomassie de misturas de cST6 de trés clones diferentes Cl1,
C2 e C3 apds a terceira coluna de purificacdo de acordo com
o exemplo 2. A banda a cerca de 66 kDa corresponde ao po-
lipéptido ST6GalNAcI purificado de acordo com a SEQ ID NO:

6.

Lisboa, 14 de Abril de 2015
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<110>
<120>

<130>
<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
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atgagatits
ttaacagict
attiteaggac
gateageaay
gacattgcat
gageagaaga
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gragagagaa
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aaccatect
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gatgagtaca
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catgactaty
acaaazanct
ggacacaaag
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<2105 2

taatcagrag
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reectyaggt
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caacgatage
ttgggatgas
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goticaagas
gagactatyga
actactatyg
tggtagctca

tgraaaagec
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teaacttoys

3gagateotyg

<400 2
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cattactagt
ttaccaaage
tretgetaat
gaatactgey
accagttgee
gatgggato
AXCABCAYCY
acttoooage
gotagoteat
agtgasagec
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1701
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sy
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<210~ &
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<4 3

adascogage
ageaccrgtt
titctgoota
agpeiggaas
gaggtgatga
totacytaa
agoggratgg
steaasgoct
agectogtea
amjcatatca
ctactattgg
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titgtogtocta coctggagga
atcotgpatt ccagereced
aagtotgatt ggotgogoga
tacttoaatg tgtctgagty
gRgctcaact acageotugt
cagetgetge tggotaatte
gycaatggay guattotyas
gtgttcaggg tonetgpcae
tecttctacg gutteactyn
gggtttaaga aaatogeaca
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<0 §

<211> 343

<213> PRT

cCraaagace
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agneotnety

cagggagagg
wrgaggtac
grrgtacagy
gotatctget
caaagaatyg

gtggaaaagy

> fruncaied shicken STERaNAC with intervening sequence

gagreteaat
tgttoogaaa
cotaatatca
gaacatttty
atgagcagyc
gtgagoacat
atggytiagy
ggrtatgaga
gtcagetect
atcaggtaca
trggataagy
ttcgacgagy
ctgaagasata
retaceacey
tacguataca
aagegacteyg
ctecacgacy

alaryr Gly

Tyr ASP LYS

300

Asn Ley Glu
315

Lgs Ley Ty
330

gggatttigs
gcotgagage
coectgtteat
crecacetta
toeetedcas
gearotocty
agatcgacte
aggacgtagg
tgcaasacet
trcacticct
acateagyas
acticaccat
ggttertoas
gggctetact
teaccgagag
tgttttacgt
agaatatcat

Tgr 1T The slu

Glu Trp Lys Arg

Lys Gln val Trp
328

Gln Arg Se
338

tgatgagtac
CRAFQCEYCC
cgacaagret
tggaticatyg
ceogcactag
tgcagtygte
teatgattac
gacaaaaacy
cyggeataag
cgagacagty
Jugaticory
gaacaaatac
atctaaaaac
cotgotgacy
CCaccasang
gaaccacgay

gaagergtat

126
180
246
300
366
420
486
54
600
860
7ig
780
840
830
360
020
1432
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<23 Artificha Sedusrios

<Fen>
<3

Phe
1

ASP
Glu
ehe
Sar
Glu
Asn
Thr
Ser
Ser
1458

ser

L¥S

val

ASp

sar

Lay

50

Glu

Ley

Pro

Cys

cly

&y

Gly

e

Leu
230

| AFY

val

sar

Ser
Gl
va'l
35

Pro

Trg

His

Ile

113

May

Alz

Tyr

His

His

Lew

Fro

ala

Lys

Thr
1y
Arg
Agn
Asp
Tyr
Gln
i60
ser
Giy
val
Gly
%
Phe
AP
Arg
His

Agn
266

Lew
5
Iie
Ata
Its
AFg
ser
85
Gla
Cys
Gin
Iie
fhe
165
aly
Ley
Lys
slu
Fra

245

Leuy

aly
Lay
Lys
Thr
Leu
70

Lew
Leu
Ala
Glu
Ly3
150
Thr
fhe
Gglu
Azp
APrg
3

Asp

gln

Asp
Ala
Lau
535

Glu
val
Leu
val
Ile
135
Gly
ala
L¥s
Ala
e
215
rhe

Fhe

Lys

Pro

ser

ala

40

phe

His

Glu

Leu

val

120

ASp

Tyr

Tyr

Lys

val

200

Arg

Asp

Ledy

Fro

62

Lys

ser

25

Lys

Ile

rhe

Glu

Ser

Glu

ser

Ile

185

ATY

Lys

clu

arg

Tyr
265

23> truncaied chicken STEENa0! with infervening sequence

Thr

10

ser

Sgr

AED

ala

val

30

AL

His

Lys

Lau

170

Pro

Asp

Trp

Glu
Pro
Az
Lys
Fro
75

Met
ser
oy

ASp

Gin

Ty

¢ Phe

Fhe
235

Led

arg

Pro

aAla

Ty

ser

£0

Fra

Ser

Ler

Gly

Tyr
140

) vVal

ser

Gly

Glu

Lay

220

Thy

Lys

Ley

Glin
ser
Lau
45

Tyr
Tyr
Arg
SRr
Ile
val
Gly
ser
Lys
Trp
205
Asn
Met

Asn

Tyr

Tep

Thr

30

arg

Phe

Gly

Lay

AsR

Ley

phe

Thr

Ly

His

180

Leu

Tyr

Ash

Arg

Arg
278

Asp
1%

Cys
Azp
ASR
phe
Pra
5
val
Asn
Arg
tys
Gin
173
ile
LYS
TYe
Lys
e
255

Pro

phe

ser

Lau

val

Mat

8¢

Pro

Ser

AL

val

Thr

160

AZR

Arg

Ala

Ggly

Tyt

240

Let

The
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Thr 6y Ala Leu Ley teu
275

ser Ala tyr Gly Tyr 1le
290

30

phe asn teu Glu Lys &in
325

wMet Lys Leu Tyr oln Arg 5
340

<L

<233~ expreesion cassstle Ec8TE

440> 7

Ty; Yyr Asp Lys &la frp

Ley
Thr
285

Lys

val

geggoogetc tagaacragt ggatconocy

gotgagQuac LoCgUeCagy Cgoggagaty
£QCToCOgee cgoeeyggte cotgritgag

gagotgucty ggticaagya cogucgactt

gggcagrcte cacgrtgeeay cggagactty
cotatgragg ggacacagtt tggoggttaa
cagtggagag gaagetgata agotgataac

§3369¢aage CEotgteaca coagaattga

tygguutony gtotycacac ggragragga
GUOCTTgCat guitugonas RgEaRgLacy
gotgtootteo cacagoracs chtotoncte

ctagsargte crgocigget gigueticrc

CCagtootyy gotttgtate taccotogag

gatgatgagt acatectgea ttocagotoo

grodagycty £CAATOTPR TEGICLOCaC

atcgacaagt <ttacttcaa totgtotgag

tatggattca tggsgotcas ciacagecty

RACCLCLACE Ageayctyct gotggetaat

tgtgcagtyg tgggcaated qgggatuoty

;gg Ala Loy His Leu Cys Asp Arg val

3
285

Gl 61y His Gln Lys Tyr ser Asp His
300

Arg Leu val rhe tTyr val Asn His Asp
315 320

Trp Lys Arg Leu His Asp Glu asn Ile
330 335

guctgoagg’ attogatoge gaoocaggte
gggqtgeacy gtgagracto gogggelgug
cogagattia gogocoogas t3TTggCoag
gtcaagyace ccggaaggny gagdguusty
goagagtcol tggogatagr 3adaacotgs
ggggaagaaq gritgygnat tctgcrqtge
C€LYQICHCty gagooaccac tratotgoca
agtttggecyg gagaagtggn tgctgorage
ttgaatgaag gocagggagy tagoacotga
FYCLOGOEER gRGACYTRYY Qatgaagyaa
cocgoctgac totagooty gotatotgtt
crgtocotge tgtogetoece totggacctc
gRCCCAZRAZ COYAGCLea atygggartiy
CCRYCLages cotyticoga sagegtgaga
QECCEGELLC tgeotastat caccergtie
TRYGACagYC tygaacattt tgotocacct
gLguRgyagy tgatgageag geteooteoc
tobtorteta acgtgageas atgeatctce

aacaatageg gtatgggtca ggagatcgac

&0
120
180
240
300
380
420
180
540
600
B0
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
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tcteatgatt
Pl hESsE SRR R
ctegggcata
ctcgaggcag
aagggaticc
atgaacaaat
Azxatotaass
crectgctga
fgccaccaas
gtgaacgacy
atgaagctat
tacca’cat
tlagaigage
cagaggaact
acatcatgaa
caatagtgty
aagatagaty
ttgtyaratt

taacaagaag

acgtgticay
crtecttota
3gaggtiiaa
tyagggacta
tgaactatta
acctggtege
acctgeagasa
ctyctetgea
agrtacagoga
attttaatct
atcaacgaay
tgctrgtgoc
glcagesigt
arecagagag
geecettgay
ttguaattty
gargagtttyg
tatgatgeta
aatty

ggtgtotgge
cggcitcact
gazaatonca
TYIGLYYUEY
cHgregeagy

TCBCOLOGAC

acocrattog
tctgtgeqgac
ccattatvtat
ggagaageag
ctgaccaggat
acacecteee
cocatagacy
caactcrgag
catetgacty
ttutgteiot
gacadaccac
tigorttatt

Lisboa, 14 de Abril de 2015

actgtgatca
geeratages
caggggasgo
agrgrcetge
creagggaga
ttictgaggt
aggetgtaca
agggtatcty
gacaaagaat
gtgtggaaaa
gtgtecacct
cegecactee
cEeCagtace
arctrtireg
chggetaaty
cactognaag
aactagaaty

tgtaacgatt

aaggctatga
LLGLCAgCTe
atatcaggta
tytiggataa
ggtrogacga
acctgaagaa
guectaccan
cttacggata
ggaageaget
ggctocacyga
gggeatatoc
tgaaccenyt
AQCaATY3LA
CECEGCCaasd
agggaaatty
gacatagate
cagtgaaaay

ataxgetgea

gaaggacgtg
CLLHCAaaac
catrcacttc
guatatoagg
ggacticace
taggrictty
Cggggcteny
catcacogag
ggtgttitac
cgagaatatc
accacclece
CHaggagctc
TerCagggac
*ATLALHHG
arertcatto
cagacatgat
aatgotrtat

ataaacaagt
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REIVINDICACOES

1. Processo de producdo de um polipéptido sialil-

transferase, que compreende 0s passos de:

a) expressar um polipéptido sialiltransferase em
células CHO; colher o meio de cultura de células contendo o

polipéptido sialiltransferase expresso; e

b) purificar o polipéptido sialiltransferase a
partir do meio de cultura de células submetendo o meio de
cultura de células a (i) dois passos de cromatografia de
afinidade ou um passo de cromatografia de afinidade e um
passo de cromatografia de modo misto, (ii) um passo de
cromatografia de permuta anidénica e (iii) um passo de

cromatografia de permuta catidnica,

em que a sialiltransferase é ST6GalNAcT.

2. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, em
que a ST6GalNAcI ¢ seleccionada do grupo que consiste em:
ST6GalNAcI de ser humano, chimpanzé, orangotango, Pporco,

vaca, cdo, rato, rato, murganho e frango.

3. Processo de acordo com a reivindicacdo 2, em

que a ST6GalNAcI é€ uma ST6GalNAcI de frango.
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4, Processo de acordo com a reivindicacdo 3, em
que o polipéptido ST6GalNAcI compreende uma sequéncia de

aminodcidos de acordo com a SEQ ID NO: 4 ou a SEQ ID NO: 6.

5. Processo de acordo com gualquer das rei-
vindicacdes 1 a 4, em que o polipéptido sialiltransferase

s6 compreende o dominio activo de sialiltransferase.

6. Processo de acordo com qualquer das
reivindicacdes 1 a 5, em que uma cassete de expressdo codi-
ficadora de uma sequéncia de sinal de EPO e uma sequéncia
de polipéptido sialiltransferase é utilizada para expressar

o polipéptido sialiltransferase em células CHO.

7. Processo de acordo com gualquer das rei-
vindicacdes 1 a 6, em que O passo a) & realizado por apli-
cacdo de uma mudanca de temperatura de incubacdo de 37°C +
1°C para 32°C £ 1°C depois de ter atingido uma densidade de

células pré-definida.

8. Processo de acordo com qualgquer das reivin-

dicacdes 1 a 7, em gque o passo b) é realizado pela ordem

seguinte:
i. uma cromatografia de permuta anidnica;
ii. uma primeira cromatografia de afinidade;

iii. uma segunda cromatografia de afinidade ou croma-
tografia de modo misto;
iv. uma cromatografia de permuta catidnica.

9. Processo de acordo com qualquer das reivin-
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dicacdes 1 a 8, em que a cromatografia de permuta anidbdnica
¢ realizada utilizando uma resina que tem um amdénio qua-

ternario como um grupo funcional.

10. Processo de acordo com a reivindicacdo 9, em
que a cromatografia de permuta anidénica ¢é realizada uti-
lizando um tampdo de NaCl/Tris-HC1l como eluente a um pH na

gama entre 7,0 e 8,0.

11. Processo de acordo com qualquer das
reivindicagcdes 1 a 10, em que a primeira cromatografia de
afinidade ¢ realizada wutilizando wuma cromatografia de

afinidade com corante.

12. Processo de acordo com a reivindicacdo 11, em
que a primeira cromatografia de afinidade é realizada uti-

lizando uma resina Blue Sepharose Fast Flow.

13. Processo de acordo com a reivindicacido 12, em
que a cromatografia de afinidade em Blue Sepharose é rea-
lizada wutilizando um tampdo de cloridrato de L-argini-
na/fosfato de potédssio como eluente a um pH na gama entre

7,0 e 8,0.

14. Processo de acordo com qualguer das reivin-
dicaces 1 a 13, em que a cromatografia de modo misto ¢é

realizada utilizando uma resina de hidroxiapatite.
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15. Processo de acordo com a reivindicacdo 14, em
que a cromatografia de afinidade em hidroxiapatite é reali-
zada utilizando um tampdo de NaCl/fosfato de potédssio como

eluente a um pH na gama entre 6,3 e 7,3.

16. Processo de acordo com qualgquer das rei-
vindicac®es 1 a 15, em que a cromatografia de permuta ca-
tidnica é realizada com uma resina que contém material de

permuta catidénica sulfopropilo.

17. Processo de acordo com a reivindicacido 16, em
que a cromatografia de permuta catidénica é realizada uti-

lizando uma resina SP-Sepharose High Performance.

18. Processo de acordo com a reivindicacdo 17, em
que a cromatografia de permuta catidnica & realizada uti-
lizando um tampdo de NaCl/fosfato de potédssio como eluente

a um pH na gama entre 6,0 e 7,0.

19. Processo de acordo com qualquer das
reivindicacdes 1 a 18, em que o passo b) é realizado pela

ordem seguinte:

i. uma cromatografia de permuta anidnica utilizando uma
resina Q-Sepharose Fast Flow;
ii. uma primeira cromatografia de afinidade utilizando uma

resina Blue Sepharose Fast Flow;
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iii. uma cromatografia de modo misto utilizando uma resina
de hidroxiapatite;
iv. uma cromatografia de permuta catidénica utilizando uma

resina SP-Sepharose High Performance.

Lisboa, 14 de Abril de 2015
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Figura 2
N Cromatografia de AEX
Cotheita-da fermentacad <nsnann 3CE0 By RS g
e A M Filiragho O Hephwoue FF
i
* 0
Cromatogiatia de afiidade} {4 Cromalogiafia " Diafitrac
Sius Sacherasa A8F e de made misto iafiftragan
Sle Sapharves BR Hidroxiapatite .
s .
. we pe— g
i At s Ultra/Diafitraggio e AR
P Sephaross B ’ Puapow I8
4
Fo
Massd dé enzima




PE2415779 3/4

do primario

skl Marcador ndc cerado

$%8 padr




PE2415779 4/4

Figura 4

EMW (kD

20.1 -

14.4




PE2415779 -1 -

REFERENCIAS CITADAS NA DESCRIGAO

Esta lista de referéncias citadas pelo requerente & apenas para
conveniéncia do leitor. A mesma ndo faz parte do documento da patente
europeia. Ainda que tenha sido tomado o devido cuidado ao compilar as
referéncias, podem ndo estar excluidos erros ou omissbées e o IEP

declina quaisquer responsabilidades a esse respeito.

Documentos de patentes citadas na Descrigéao

WO J003031484 A2
115 8280888 B
EFOT37745 At

115 5032518 A

WO 2007088624 A2

Literatura que ndo é de patentes citada

PAULSON et-al J Biol Chem 1098 val. 284

1TEI5ATHIR
TOUH T et al. Ghvobivlogy, 1956, val. 6, 57
THUM 8 Biochem, 198wl 128 113

WEINSTEIN J et sl L Blol Chiom. . 1882, vl 357,

1383513844

NARAK et al: Fipo. Notl Acad 3ol USA 1088 val

51, 79527856

NAKAYAMA Jet al. /. B0l Chepl,, 1988 w0l 374

3884-3681

NAKAYAMA J et 30 Prop. Natl. Acsd: 8¢ USA val

g2, 7337036

STICHER stal Giycosuninyas Jowrnsd. 195, vl

81 45-54

KUROSAWA et al J Bivd: Chenr., 1984, ol 288,

14021408

SHRETAS of al. Micmbial Coff Faclodes. 2009, sl

&.50

BRONDYK W.H. Mothoss in Enzymatogy. 2608, vsl.

443

1S J00G0234345 At
U3 20060248544 A1l
LIS 20080207487 Al
WO 2005121338 A2
WO 2005121332 A

na Descrigéao

BOYCE FM; BUCHNER NL. Prog. ot Acad. Sof
US4, 1906, vol 93, E348-2352

213-23%

SPATOLACA F.Chendstneand blochemisyafamd

nee scids, poplides snd peoteins. Marcel Dekker,
1EeR 287
SKRETAS o sk Migrolial coll factnfias, 2008 ok

B 50

SHEPARD: 4 of Clromalograpliy 2000, ol 88,
B3-a8
VOIA et 3l BloTeohrgues, 1923 vol. 14, 2R0-885

GICVAMNMIRL . Siutectnoiogy S Blosngineseing,
2000, v, 73, 5228280 '
SPIEGEL et &b J. Ofiromsianr, 1882 el BT
237 ' o
GROSS ef sl Ansl Bicohem,, 1990, vol 188 1),
12734 ’
NAGATA st al Naturs 1888, vol: 338, {5418



	BIBLIOGRAPHY

