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DESCRIPCION
al antitripsina humana recombinante.

La invencién se refiere al campo de los productos farmacéuticos, en particular a a1 antitripsina humana
recombinante, que puede usarse para, entre otras cosas, la prevencion y/o tratamiento del enfisema relacionado con
la deficiencia de a1 antitripsina.

Antecedentes de la invencién

La az-antitripsina (AAT) o az-inhibidor de la proteasa (a1Pl) es un inhibidor natural de las proteasas liberadas por los
neutréfilos activados. AAT es una glucoproteina que consiste en 394 aminoacidos que tiene un peso molecular de
52 kD. La AAT humana se expresa en forma de un precursor de 418 aminoacidos a partir del cual se corta un
precursor de 24 aminoacidos para producir el producto final de 394 aminoacidos. La AAT se sintetiza principalmente
en el higado, pero también se ha demostrado su expresion en neutréfilos, monocitos y macrofagos.

Los niveles plasméticos bajos o a cero de AAT suponen un factor de riesgo para el desarrollo de enfisema debido a
la accién sin oposicion y destructiva de las proteasas de los neutrdfilos en los pulmones. Para la prevencién y/o
tratamiento del enfisema relacionado con la deficiencia de AAT, se ha desarrollado la terapia de aumento de AAT
(Mulgrew et al., 2007).

Actualmente, los pacientes con enfisema asociado con la deficiencia de AAT se tratan con una alta dosis de AAT
(dp) derivada de plasma (60mg/kg/semana; Prolastin® de Talecris, Aralast® de Baxter y Zemaira® de ZLB). Las
grandes cantidades e inyecciones frecuentes de AAT son necesarias para aliviar el enfisema relacionado con la
deficiencia de AAT. La mayor preocupacion con los materiales procedentes de plasma es la seguridad de las
preparaciones. Al igual que con todos los materiales de procedencia humana, el riesgo potencial de la AATdp es la
contaminacion con priones u otros agentes oportunistas. Una segunda preocupacion es la disponibilidad limitada del
material plasmatico.

La AAT procedente de plasma humano contiene tres glucanos enlazados en N en los restos de Asn 46, 83 y 247.
Estos glucanos consisten principalmente en estructuras di y triantenarias. Es importante un alto grado de sialilacién
de los glucanos en las proteinas recombinantes para una farmacocinética 6ptima (PK).

Chang et al. (Journal of Biotechnology 102(1): 61-71, 2003) han descrito la produccién de AAT en células de insecto
que coexpresan a-2,6-sialiltransferasa para potenciar la maquinaria de N-glucosilacién de estas células.

Hasta ahora, la produccion recombinante de AAT se ha visto impedida por la baja expresion en la mayoria de
plataformas recombinantes (Karnaukhova et al., 2006). La AAT recombinante se ha producido a un alto nivel en
sistemas transgénicos, pero el desarrollo clinico de los mismos se ha visto detenido por una farmacocinética (PK)
suboptima y por problemas de seguridad debido a contaminantes no humanos (Spencer et al., 2005).

Por lo tanto sigue habiendo una necesidad de AAT humana recombinante (AAThr) que sea activa, que pueda
obtenerse en cantidades suficientes, y que tenga propiedades farmacocinéticas Utiles.
Breve sumario de la invencion

De acuerdo con la presente invencion, se ha demostrado que la aj-antitripsina humana recombinante (AAThr) que
tiene un perfil farmacocinético adecuado puede producirse en grandes cantidades en células PER.C6.

En la investigacion que condujo a la invencién, se generaron lineas celulares que expresan AAT humana y que
coexpresan una a-2,3-sialiltransferasa (ST3) o una a-2,6-sialiltransferasa (ST6) en condiciones sin suero. Las lineas
celulares fueron capaces de expresar altos niveles de AAThr. Por lo tanto, se lograron rendimientos de hasta 22
picogramos de AAThr por célula por dia (pcd). De manera importante, se ha demostrado que la AAThr de la
invencién es activa como inhibidor de la elastasa de neutréfilos. El andlisis de los perfiles de glucanos demostré un
buen grado global de proteccion con acido sidlico. Interesantemente, se observé un aumento en los glucanos tetra-
antenarios en la AAThr de la invencion, en comparacion con la AAT procedente de plasma (Prolastin™). Ademas, la
AAThr producida en células que coexpresan ST3 mostré un tiempo medio de residencia (TRM) aumentado en ratas,
en comparacion con la AAT procedente de plasma. La AAThr producida en células que coexpresan ST6 mostré un
tiempo medio de residencia disminuido en comparacién con la AAT procedente de plasma.

En un aspecto, por lo tanto, la presente invencion proporciona una a1-antitripsina humana recombinante (AAThr)
que comprende glucanos unidos en N, en la que:

(a) al menos el 10% de dichos glucanos unidos en N son glucanos tetra-antenarios; y

(b) el grado de proteccién con acido sialico en dichos glucanos unidos en N (Z/A) es de al menos el 50%, en la que
al menos el 50% de la sialilacién en dichos glucanos unidos en N es a-2,3-sialilacién.

En otra realizacion, al menos el 20% de dichos glucanos unidos en N son glucanos tetra-antenarios.
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En una realizacion adicional, el grado de proteccién con acido sialico en dichos glucanos unidos en N que son tetra-
antenarios es de al menos el 30%.

En una realizacion adicional, al menos el 50% de la sialilacién en dichos glucanos unidos en N es a-2,3-sialilacion.
Preferentemente, al menos el 90% de la sialilaciéon en dichos glucanos unidos en N es a-2,3-sialilacion.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona preparaciones y compaosiciones farmacéuticas que comprenden
dicha AAThr, y opcionalmente uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

En otro aspecto, la invencion se refiere al uso de dicha AAThr, a preparaciones y/o a composiciones farmacéuticas
que comprenden dicha AAThr, para la prevencion y/o tratamiento de, entre otras cosas, el enfisema asociado a AAT
y/o de enfermedades inflamatorias con dafio de tejidos mediado por neutréfilos.

En una realizacién adicional, la invencién proporciona un método para producir af-antitripsina humana
recombinante, que comprende las etapas de proporcionar una célula PER.C6 con un acido nucleico que codifica a1-
antitrpisina humana de tal forma que dicha célula PER.C6 porta dicho acido nucleico de una manera expresable; y
cultivar dicha célula PER.C6 en condiciones que conducen a la produccion de dicha AAT humana recombinante, en
el que dicha célula PER.C6 se modifica para expresar conjuntamente una a2,3 sialiltransferasa o a2,6-
sialiltransferasa.

Breve descripcion de las figuras

FIG. 1. Distribucion de frecuencias de las productividades especificas de los cultivos por lotes, tanto para lineas
celulares que sobreexpresan 02,3 sialiltransferasa (A: PER.C6-AAT-ST3) y células que sobreexpresan a2,6-
sialiltransferasa (B: PER.C6-AAT-ST6).

FIG. 2. Gel de SDS-PAGE de BIS-Tris al 4-12 % con recogidas de cultivo celular de muestras de PER.C6-AATT (no
purificadas), obtenidas con azul coloidal.

FIG. 3. Vista esquematica del ensayo para determinar el grado de sialilacion de los glucanos en AAT mediante la
proporcion Z/A.

FIG. 4. Las productividades especificas de las lineas celulares de PER.C6 que expresan AAT no estan
correlacionadas con el grado de sialilacién de los glucanos de PER.C6-AATr (r de Spearman = -0,024, p = 0,893).
(0: PER.C6-AAT-ST3; o: PER.C6-AAT-ST6).

FIG. 5. Sialilacion (Fig. 5A) y antenaridad (Fig. 5B) de los glucanos de PER.C6-AATr de muestras negativas a ECL
en comparacion con los glucanos de PER.C6-AATr de muestras positivas a ECL de FIG y Prolastin®.

FIG. 6. Grado de sialilacion en todos los glucanos (Fig. 6A) y en los glucanos tetra-antenarios (Fig. 6B) de PER.C6-
AATr-ST3 en comparacion con los glucanos de PER.C6-AATr-ST6 y Prolastin®.

FIG. 7. Perfiles de concentracion plasmatica-tiempo para varias dosis de Prolastin® en tampon (PBS/T) o en
PER.C6-CM después de la administracion en bolo i.v. a ratas. m: Prolastin® en PER.C6-CM, 50 ug/kg; A: Prolastin®
en PER.C6-CM, 100 ug/kg: e: Prolastin® en PER.C6-CM, 200 ug/kg; o:Prolastin® en PBS/T, 2000 pg/kg.

FIG. 8. Perfiles de concentraciéon plasmatica-tiempo para PER.C6-AATr-ST3, PER.C6-AATr-ST6 y Prolastin®. A:
PER.C6-AATr-ST3, TMR ~ 18-23 h; m: PER.C6-AATr-ST6, TMR ~ 4-4 h, e: Prolastin, TMR ~ 11-12 h.

FIG. 9. Mapas plasmidicos de los vectores de expresion de AAT pAATopt-ST3 (A) y pAATopt-ST6 (B). CMV =
promotor de citomegalovirus, BGHp(A)= secuencia de poliadenilacién de la hormona de crecimiento bovina, f1 ori=
origen de replicacion de f1, SV40= promotor del virus de simio 40, Neo = marcador de resistencia neomicina,
SV40p(A)= secuencia de poliadenilacion del virus de simio 40, AAT= alfa;-antitripsina, ColE1 = origen de replicaciéon
de ColE1l, Amp = marcador de resistencia a ampicilina, SIAT4C = gen que codifica a ST3=sialiltransferasa IV
humana (L23767) (Fig. 9A), SIAT1 = gen que codifica a ST6=sialiltransferasa | humana (NM_003032).

Descripcion detallada de la invencion

La alfa;-antitripsina (AAT) es un inhibidor natural de las proteasas liberadas por los neutréfilos activados. La AAT se
secreta al plasma sanguineo pero su sitio principal de accion es el parénquima pulmonar. La elastasa de leucocitos
humana (HLE), (también conocida como elastasa de neutréfilos humanos (HNE)) es una serin proteasa liberada por
los granulos azurdéfilos de los neutréfilos como parte de la respuesta inflamatoria normal. En condiciones de
homeostasia normales, la AAT sirve como un importante regulador de la proteolisis por la elastasa de leucocitos
humana (HLE), evitando de este modo el dafio de la matriz alveolar del pulmén. Aparte de HLE, la AAT también
inhibe a otras dos proteasas liberadas en los pulmones por los neutrdéfilos, a saber, catepsina G (catG) y proteasa 3
(Pr3).

Se han desarrollado productos de AAT procedentes de plasma y se estan usando actualmente para el tratamiento
de pacientes que padecen enfisema relacionado con deficiencia de AAT (es decir, que tienen niveles plasmaticos de
AAT bajos 0 a cero), tales como Prolastin®, (Talecris), Aralast® (Baxter) y Zemaira® (ZLB). Generalmente se
necesitan altas cantidades (aproximadamente 60 mg/kg/semana) de este producto por paciente. Aparte del
enfisema, la AAT también es una terapia (potencial) para enfermedades inflamatorias con dafio mediado por
neutrdfilos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2559007 T3

La produccion recombinante de AAT en, por ejemplo, E. coli se ha visto impedida por la baja expresiéon en la
mayoria de plataformas recombinantes (Karnaukhova et al., 2006). La AAT recombinante se ha producido a un alto
nivel en sistemas transgénicos, pero el desarrollo clinico de los mismos se ha visto detenido por una farmacocinética
(PK) subdptima y por problemas de seguridad debido a contaminantes no humanos (Spencer et al., 2005).

La presente invencién proporciona ahora una a1-antitripsina humana recombinante (AAThr) que tiene propiedades
farmacocinéticas adecuadas y que puede producirse en grandes cantidades en, por ejemplo, células PER.C6. La
AAT recombinante de la presente invencion ha demostrado que es funcionalmente activa, tal como se determina por
un ensayo cromogénico basado en la inhibicion de la elastasa de neutréfilos humana, y que tiene propiedades
farmacoc(;néticas prometedoras, en comparacion con los productos de AAT procedentes de plasma, tales como
Prolastin™.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona AAThr que comprende glucanos enlazados en N, en la que

a) al menos el 10% de dichos glucanos unidos en N son glucanos tetra-antenarios; y
b) el grado de proteccion con acido sialico en dichos glucanos unidos en N (Z/A) es de al menos el 50%, y
c) en la que al menos el 50% de la sialilacién en dichos glucanos unidos en N es a-2,3-sialilacion.

Los glucanos unidos en N son cadenas de azlcar que estan unidos covalentemente a restos de asparagina de un
polipéptido (Varki et al.,, 1999). El proceso de N-glucosilacion comienza con la uniébn de un precursor de
oligosacérido de dolichol al precursor de asparagina. Este precursor se modifica posteriormente en un oligosacarido
alto en manosa, hibrido o de tipo complejo. En los azlcares unidos en N de tipo complejo, los restos de manosa
unidos tanto en a3 como en a6 se sustituyen con restos de N-acetil-glucosamina (GIcNAc). Los N-glucanos de tipo
complejo pueden contener de dos a cinco ramas portadoras de GIcNAc que se citan como antenas. La estructura
Ultima de los azlcares unidos en N de tipo complejo puede variar en gran medida y dependen de la proteina a la que
se unen, sobre la célula hospedadora en las condiciones en las que la célula se cultivan. Las ramas portadoras de
GIcNAc pueden modificarse con galactosa (Gal) o con N-acetil-galactosamina (GalNAc) formando las estructuras
denominadas LacNAc o LacdiNAc. Asimismo, las ramas portadoras de GIcNAc pueden contener multiples
estructuras de LacNAc que forman las estructuras denominadas de polilactosamina. Las galactosas terminales
pueden modificarse con un &cido sidlico unido en 02,3 o en 02,6 mientras que las N-acetil-galactosaminas
terminales solo pueden modificarse con un &cido sialico unido en 02,6. La adicion de acidos sialicos a Gal terminal o
a GalNAc esta mediada por sialiltransferasas. Probablemente, el genoma humano codifica mas de 20
sialiltransferasas diferentes (Harduin-Lepers et al., 2001). Estas difieren en cuanto a la especificidad de sustrato,
distribucion en tejido y diversos parametros bioguimicos.

La AAT nativa tiene tres sitios de glucosilacion. Por lo tanto, la AAT comprende tres glucanos unidos en N en los que
puede tener lugar la ramificacién. Estos glucanos pueden tener 2, 3 0 4 de las denominadas "antenas" o ramas.
Sorprendentemente, se ha demostrado que al menos el 10%, preferentemente de aproximadamente el 10% a
aproximadamente el 50%, de dichos glucanos unidos en N de la AAThr de la invencion son glucanos tetra-
antenarios. En otra realizacion, al menos el 20 % de dichos glucanos unidos en N son glucanos tetra-antenarios,
preferentemente del 20 al 40% de dichos glucanos unidos en N son glucanos tetra-antenarios. De acuerdo con la
presente invencion, se ha demostrado, sorprendentemente, que el perfil de glucosilacion, por ejemplo, en cuanto a la
antenaridad, asi como las propiedades farmacocinéticas, por ejemplo, el tiempo medio de residencia de la AAThr de
la invencién difieren de la AAT procedente de plasma, tal como Prolastin®.

Ya que la sialilacién completa de los glucanos en proteinas recombinantes es de importancia para unas propiedades
farmacocinéticas optimas, la AAThr de la presente invencién se expresa en células PER.C6 en combinacion con una
sialiltransferasa para lograr isoformas altamente sialiladas de AAThr. Por lo tanto, las células PER.C6 se
transfectaron conjuntamente con una a2,3 sialiltransferasa (PER.C6-ST3) o con una 02,6 sialiltransferasa (PER.C6-
ST6).

De acuerdo con la invencién, al menos el 50% de la sialilacion total de dichos glucanos unidos en N es una a-2,3-
sialilacion. Por ejemplo, al menos el 50, el 70 o el 80% de la sialilaciéon en dichos glucanos unidos en N es a-2,3-
sialilacion. En otra realizacion mas, al menos el 90% de la sialilacion en dichos glucanos unidos en N es a-2,3-
sialilacion. Sorprendentemente, se ha demostrado que en estas realizaciones, la AAThr de la presente invencion
tiene diferentes propiedades farmacocinéticas, en comparacién con la AAT procedente de plasma, tal como
Prolastin®, en particular, un tiempo medio de residencia prolongado. Por sialilacion se entiende la cantidad de restos
de acido sidlico presentes en las estructuras de carbohidrato de AAT: a-2,3-sialilacion significa sialilacién en la
posicion 2,3, es decir, un acido sidlico unido en a2,3 (tal como se conoce en la técnica) y a-2,6-sialilacion significa
sialilacion en la posicion 2,6, es decir, un acido sialico unido en 02,6 (también conocido en la técnica). Por "al menos
el 50% de la sialilacion en dichos glucanos unidos en N es a-2,3-sialilacion”, se entiende entonces que al menos un
50% de los numeros totales de restos de acido sialico presentes en la AAThr esté sialilada en la posicion 2,3.

De acuerdo con la invencion, se ha demostrado en estudios PK en ratas que el tiempo medio de residencia (TMR)
tanto de AAThr producida por PER.C6-ST3 (AAThr-ST3) como de AAThr producida por PER.C6-ST6 (AAThr-ST6)
difiere significativamente del AAT procedente de plasma (Prolastin®). Por lo tanto, se ha demostrado que el TMR en
ratas de AAThr-ST3 varia entre aproximadamente 18-23 horas, mientras que el TMR en ratas de Prolastin® es de
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aproximadamente 11-12 horas. El uso de AAThr que tiene un TMR prolongado puede, por ejemplo, reducir la
dosificacién necesaria por paciente. Por el contrario, el TMR en ratas de AAThr-ST6 se reduce en comparacién con
el de Prolastin® (aproximadamente 3-4 horas). El uso de AAThr-ST6 de la presente invencion puede ser ventajoso
debido al enlace 2,6 "mas natural" del acido sialico, que corresponde al enlace de acido sialico en AAT procedente
de plasma, tal como Prolastin®. El uso de AAThr-ST6 puede ser ventajoso ademas en los casos donde un pueda
ser beneficioso un TMR reducido.

Como se afirma anteriormente, el grado de sialilacion de los glucanos en las proteinas recombinantes para unas
propiedades farmacocinéticas 6ptimas. En una realizacién preferida, el grado general de proteccion con acido sialico
en dichos glucanos unidos en N (calculados por la relacion Z/A) de la AAThr de la presente invencion es, por lo
tanto, de al menos el 70%. Mas preferentemente, el grado de proteccién con acido sialico en dichos glucanos unidos
en N (Z/A) es de al menos el 80%, aun mas preferentemente, el grado de proteccion con &cido sialico en dichos
glucanos unidos en N (Z/A) es de al menos el 90%.

En una realizacion adicional, el grado de proteccién con acido sialico en dichos glucanos unidos en N que son tetra-
antenarios es de al menos el 20%, por ejemplo, entre un 20% y un 65%. Un grado relativamente bajo de sialilacién
en dichos N-glucanos tetra-antenarios puede producir un producto de AAThr que tenga un TMR reducido, en
comparacion con la AAT procedente de plasma. En otra realizacién, el grado de proteccién con acido sialico en
dichos glucanos unidos en N tetraantenarios es de al menos el 50%, por ejemplo, entre un 50% y un 97%,
preferentemente al menos un 60%, mas preferentemente entre un 70 y un 95%. El mayor nivel de sialilacién en esta
realizacién puede contribuir al TMR prolongado, en comparacion con la AAT procedente de plasma.

La invencién proporciona ademas preparaciones y composiciones farmacéuticas que comprenden dicho AAThr y
opcionalmente uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables. Por "excipiente farmacéuticamente aceptable”
se entiende cualquier sustancia inerte que se combine con una molécula activa (tal como un farmaco, agente, o
proteina) para preparar una forma de dosificacion adecuada o conveniente. El "excipiente farmacéuticamente
aceptable” es un excipiente que no es toxico para los receptores en las dosificaciones y concentraciones empleadas
y es compatible con otros ingredientes de la formulacion que comprenden la molécula activa.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden formularse en varias composiciones para cualquier ruta de
administracion, bien conocida para el experto en la materia. La seleccién de la ruta éptima de administracion de las
composiciones farmacéuticas se vera influenciada por varios factores, incluyendo, por ejemplo, las propiedades
fisicoquimicas de las moléculas activas en las composiciones, de la urgencia de la situacion clinica y de la relacion
de las concentraciones plasmaticas de las moléculas activas para el efecto terapéutico deseado. Las preparaciones
y composiciones farmacéuticas de la presente invencion se formulan preferentemente para administracion
intravenosa o0 administracion de aerosol. Las formulaciones farmacéuticamente adecuadas de AAThr pueden
prepararse de acuerdo con métodos conocidos para el experto en la materia (véase Remington's Pharmaceutical
Sciences, 182 Edicion, A.R. Gennaro, Ed., Mack Publishing Company (1990); Pharmaceutical Formulation
Development of Peptides and Proteins, S. Frokjaer y L. Hovgaard, Eds., Taylor y Francis (2000); y Handbook of
Pharmaceutical Excipients, 32 edicion, A. Kibbe, Ed., Pharmaceutical Press (2000)).

Tipicamente, las composiciones farmacéuticas tienen que ser estériles y estables en condiciones de fabricacion y
almacenamiento. Las preparaciones y/o composiciones farmacéuticas que comprenden al AAThr de la invencion
pueden estar en forma de polvo para su reconstitucion en el excipiente farmacéuticamente aceptable o en el
momento de la administracion. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables
estériles, los métodos preferidos de preparacion son las técnicas secado al vacio y criodesecacion (liofilizacion) que
producen un polvo del principio activo mas cualquier otro ingrediente adicional deseado a partir de una solucion
previamente esterilizada por filtracion del mismo.

Como alternativa, el AAThr de la presente invencion puede estar en solucion y el excipiente farmacéuticamente
aceptable puede afiadirse y/o mezclarse antes o en el momento de la administracion para proporcionar una forma
inyectable de dosis unitaria.

El AAThr, las preparaciones o composiciones farmacéuticas que comprenden dicha AAThr, pueden usarse como
medicamentos. El AAThr, las preparaciones y las composiciones farmacéuticas pueden usarse de manera adecuada
en la prevencion y/o tratamiento de enfermedades y/o trastornos para los que se ha demostrado que la
administracion de AAT es beneficiosa. Estas pueden, entre otras cosas, usarse en la prevencion y/o tratamiento, o
una combinacion de las mismas, del enfisema asociado con la deficiencia de AAT. El AAThr, las preparaciones o
composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden usarse ademas en la prevencion y/o tratamiento del
enfisema relacionado con el tabaquismo, la fibrosis quistica (FQ), enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC).
Ya que se ha descrito que la AAT tiene efectos antiinflamatorios y antiapoptéticos, la AAThr, las preparaciones o las
composiciones farmacéuticas de la presente invencién también pueden usarse como agentes antiinflamatorios.
(Lewis et al., 2008; Koulmanda et al., 2008).

En una realizacién adicional, la invenciéon proporciona un método para producir al-antitripsina humana
recombinante, que comprende las etapas de proporcionar una célula PER.C6 con un acido nucleico que codifica a1-
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antitrpisina humana de tal forma que dicha célula PER.C6 porta dicho acido nucleico de una manera expresable; y
cultivar dicha célula PER.C6 en condiciones que conducen a la produccién de dicha a1-antitripsina humana
recombinante, en el que dicha célula contiene ademas una secuencia de acido nucleico que codifica una alfa-2,3-
sialiltransferasa, bajo el control de un promotor heter6logo. En una realizacion, la sialiltransferasa es una
sialiltransferasa humana. La AAThr de la presente invencién puede, sin embargo, producirse en otras células de
mamifero, expresando conjuntamente de manera opcional una sialiltransferasa, tal como, por ejemplo, en células
293.

La invencién proporciona un método para producir a1-antitripsina humana recombinante, que comprende las etapas
de proporcionar una célula PER.C6 con un acido nucleico que codifica a1-antitrpisina humana de tal forma que dicha
célula PER.C6 porta dicho acido nucleico de un formato expresable, en el que dicha célula contiene ademas una
secuencia de acido nucleico que codifica una alfa-2,3-sialiltransferasa, bajo el control de un promotor heterélogo;
cultivar dicha célula PER.C6 en un medio sin suero y permitiendo la expresiéon de dicha a1-antitripsina humana en
dicha célula; recoger la a1-antitripsina humana expresada a partir de dicha célula y/o a partir de dicho medio de
cultivo; y opcionalmente purificar dicha a1-antitripsina humana.

El uso de células PER.C6 como plataforma de produccién para proteinas de interés se ha descrito en el documento
WO 00/63403 cuya divulgacién se incorpora al presente documento por referencia. Tal como se muestra en el
documento WO 00/63403, las células PER.C6 pueden usarse de manera adecuada para la produccion de proteinas
recombinantes. Para lograr la produccién a gran escala (continua) de proteinas recombinantes mediante cultivo
celular, se prefiere tener células capaces de crecer sin la necesidad de anclaje. Las células de la presente invencién
tienen esa capacidad. Una célula PER.C6 de acuerdo con la presente invencidn es una célula de un pase aguas
arriba 0 aguas abajo o un descendiente de un pase aguas arriba 0 aguas abajo de células depositadas en el Center
for Applied Microbiology and Research & European Collection of Cell Cultures (ECACC) el 29 de febrero de 2006
con el n.° de ECACC 96022940 (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos 5.994.128). El uso de células
PER.C6 para procesos industriales se ha descrito de manera exhaustiva, por ejemplo, en Nichols et al., 2002, y mas
en particular para la produccion de proteinas recombinantes, por ejemplo, en Yallop et al., 2005a y 2005b.

Las células de acuerdo con la invencién, en particular las células PER.C6, tienen una ventaja adicional en tanto que
pueden cultivarse en ausencia de suero de procedencia animal o humana o componentes séricos de procedencia
animal o humana. Este aislamiento es mas facil, mientras que se potencia la seguridad debido a la ausencia de
proteinas humanas o animales adicionales en el cultivo, y el sistema es muy fiable (los medios sintéticos son los
mejores para la reproducibilidad). Ademas, la presencia de la region temprana 1A ("E1A") de adenovirus afiade otro
nivel de ventajas en comparacion con lineas celulares (humanas) que carecen de este gen particular. E1A, como
activador transcripcional, se conoce para potenciar la transcripcion a partir del potenciador/promotor de los genes
tempranos inmediatos de CMV (Olive et al., 1990, Gorman et al., 1989). Cuando la proteina recombinante que se va
a producir se encuentra bajo el control del potenciador/promotor de CMV, los niveles de expresion aumentan en las
células y no en las células que carecen de E1A.

En general, la produccién de una proteina recombinante, tal como AAThr, en una célula hospedadora, tal como una
célula PER.C6, comprende la introduccion de &cido nucleico en un formato expresable en la célula hospedadora,
cultivar las células en condiciones que dan lugar a la expresiéon del acido nucleico y permitiendo la expresion de
dicho &cido nucleico en dichas células. Como alternativa, una proteina que se exprese de manera natural en células
hospedadoras deseadas, pero no a niveles suficientes, puede expresarse a niveles aumentados introduciendo
secuencias de regulacidon adecuadas, tales como un promotor fuerte en asociacién operativa con el gen deseado
(véase, por ejemplo, el documento WO 99/05268, donde el gen EPO enddgeno se sobreexpresa mediante la
introduccion de un promotor fuerte cadena arriba del gen en células humanas).

El &cido nucleico que codifica AAT en formato expresable puede estar en forma de un casete de expresion, y
normalmente necesita secuencias capaces de proporcionar la expresion del acido nucleico, tales como
potenciadores, promotor, sefial de poliadenilacién, y similares. Pueden usarse varios promotores para la expresion
de un &cido nucleico recombinante, y estos pueden comprender promotores virales, de mamifero, sintéticos y
similares. En determinadas realizaciones, un promotor que dirige la expresion del acido nucleico de interés es el
promotor temprano inmediato de CMV, que comprende por ejemplo los nucleétidos -735 a +95 del
potenciador/promotor del gen temprano inmediato de CMV, ya que se ha demostrado que este promotor proporciona
altos niveles de expresion en células que expresan E1A de un adenovirus (véase, por ejemplo, el documento WO
03/051927). El acido nucleico de interés puede ser un ADN genémico, un ADNc, ADN sintético, una combinacién de
estos, etc.

Hay medios de cultivo disponibles a través de varios comercializadores, y a menudo se usan actualmente medios de
cultivo sin suero para cultivo celular, debido a que estan mas definidos que los medios que contienen suero. Las
células de la presente invencién crecen bien en medio que contiene suero asi como en medios sin suero. Las
células de la invencion crecen en general de manera adherente en medio que contiene suero, pero son muy eficaces
para crecer en suspension a altas densidades celulares (10x106 células/ml y mayores) en medio de cultivo sin suero,
lo que significa que no necesitan una superficie a la que adherirse, pero siguen estand libres unos de otros y de las
paredes del vaso de cultivo durante la mayoria del tiempo. Se han descrito procesos para cultivar las células de la
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invencién a altas densidades y/o para obtener rendimientos de producto muy altos a partir de estas células
(documento WO 2004/099396).

El concepto de ingenieria genética para alterar la glucosilacion de proteinas recombinantes producidas en una célula
se ha establecido ampliamente, y se discute en detalle, por ejemplo, en el documento US 2005/0164386. Para este
fin, el acido nucleico que codifica la enzima de glucosilacién deseada en formato expresable se introduce o se ha
introducido en las células de acuerdo con la invencién, y la enzima de glucosilacién deseada se expresa durante el
cultivo de las células de acuerdo con la invencién cuando se expresa la proteina de interés. Esto da como resultado
un patron de glucosilacion de la proteina de interés alterado en comparacion con la situacién cuando no se expresa
enzima de glucosilacién en las células. En la presente invencion, la enzima de glucosilaciéon es una sialiltransferasa,
mas preferentemente una alfa-2,3-sialiltransferasa. Preferentemente, la sialiliransferasa codificada es una
sialiltransferasa de mamifero, mas preferentemente una sialiltransferasa humana. El acido nucleico que codifica la
sialiltransferasa esta preferentemente bajo el control de un promotor heterélogo, que debe ser activo o tener la
posibilidad de regularse en las células de la invencion. Preferentemente, el acido nucleico que codifica la
sialiltransferasa esté integrado en el genoma de las células, para asegurar una herencia estable, y proporcionar la
expresion estable de la sialiltransferasa en generaciones posteriores de las células.

La invencion proporciona ademas AAT humano recombinante, obtenible mediante los métodos de acuerdo con la
invencion. De acuerdo con la invencion, la AAThr tiene un patrén de glucosilacion humano diferente al de la proteina
homéloga humana natural aislada. La presente invencién, en particular, proporciona una AAThr que comprende
glucanos unidos en N, en la que al menos en 10% de dichos glucanos unidos en N son glucanos tetra-antenarios.
Ademas, el AAThr obtenible de acuerdo con la presente invencion tiene propiedades farmacocinéticas
sorprendentes.

El AAT humano recombinante de acuerdo con la invencién incluye AAT humana de longitud completa, pero también
abarca fragmentos polipeptidicos biol6gicamente activos, tales como fragmentos de AAT humana con una 0 mas
eliminaciones de aminoacidos en, por ejemplo, el extremo N-terminal de la proteina, asi como variantes
biol6gicamente activas de AAT humana, tales como AAT con una 0 mas sustituciones de aminoéacidos (por ejemplo,
sustituciones conservativas), una o mas eliminaciones o adiciones de aminoécidos, que no cambian
significativamente la actividad funcional de la proteina. En una realizacién, la AAThr de la presente invencion
comprende una secuencia de aminoacidos proporcionada en el presente documento como SEC ID N°: 1. En algunas
realizaciones, las secuencias de aminoacidos de variantes de AAT son al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98% 0 99% homologas a la SEC ID N°: 1.

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitantes.
EJEMPLOS

Ejemplo 1

Generacion de lineas celulares y productividades especificas

Se generaron setecientas lineas celulares de PER.C6 que expresaban AAT humano y que co-expresaban bien una
a2,6-sialiltransferasa (SIAT1; NM_003032) o una a2,3-sialiltransferasa (SIAT4C; L23767) (PER.C6-AAT-ST3/
PER.C6-AAT.ST6) en condiciones sin suero, tal como se describe en el documento WO 2006/070011. Se
seleccionaron cuarenta y siete lineas celulares PER.C6 que producen AAT-ST3 (27 lineas celulares) o AAT-ST6 (20
lineas celulares) baséndose en el rendimiento maximo determinado mediante ELISA (kit de ELISA de AAT, US
Biologicals) a partir de programas de generacion de lineas celulares independientes usando nucleofeccion como
herramienta de transfeccion. El plasmido de expresion contenia la secuencia codificante para AAT humana (SEC ID
N°: 2) y la secuencia codificante para ST3GallV, ambas dirigidas por un promotor de citomegalovirus que se ha
modificado para lograr altos niveles de expresion génica en células PER.C6 (Yallop et al., 2005). Los mapas de
plasmido de los vectores de expresion de AAT (pAATopt-ST3 y pAATopt-ST6 se muestran en la figura 9.

La productividad de las lineas celulares vari6 entre 8-22 picogramos por célula por dia (pcd) (PER.C6-AAT-ST3) y 7-
19 pcd (PER.C6-AAT-ST6) (véase la figura 1 y las tablas 1 y 2). Las lineas celulares se criopreservaron en medio
Proper-1 (Lonza) (6 viales, 3-5x10° células/ml), cumpliendo un criterio de aceptacion (viabilidad > 80%, buen
crecimiento, dos pases después de la resucitacion). Se generaron cultivos por lotes (en medio Proper-1), que se
usaron para analisis bioquimico (véase el ejemplo 2).

Ejemplo 2

Andlisis bioquimico
Integridad de PER.C6-AATr

Se analizaron los sobrenadantes de 47 cultivos por lotes en SDS-PAGE tefiido con azul coloidal. Las cosechas de
cultivo celular de las muestras de PER.C6-AATr (no purificadas) mostraron a AAT como la principal banda de
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proteina en la SDS-PAGE. Ademas, los geles mostraron bandas de AAT intacto (mostradas en la figura 2) lo que
indica la integridad del material.
Actividad de PER.C6-AATr

Inicialmente (en lugar de un ensayo de actividad cromogénico), se determiné una indicacién respecto de la actividad
analizando la formacion de un complejo de PER.C6-AATr con elastasa de neutréfilos humana. Para este fin, las
cosechas de cultivo de muestras de PER.C6-AATr se incubaron con 0, 0,1, 0,2 y 0,4 ug de elastasa durante 30 min
a 37°C y posteriormente se aplicaron a un SDS-PAGE de BIS-Tris al 4-12 % y se tifieron con azul coloidal). Todas
las muestras de PER.C6-AATr ensayadas formaron un complejo con elastasa (datos no mostrados), lo que indica la
actividad de las preparaciones. Se efectué un andlisis de la actividad adicional con un ensayo cromogénico basado
en la inhibicién de la elastasa de neutréfilos humana usando Prolastin® como referencia (adaptado a partir de Bruin
et al., 2005)). Todas las muestras de PER.C6-AATr ensayadas, salvo una (PER.C6-AATr-ST3-234c), fueron al
menos tan activas como Prolastin® (>90%) (tablas 1y 2).

Analisis de glucanos de PER.C6-AATr

Para explorar respecto de muestras de PER.C6-AATr cuyos glucanos tuviesen un grado relativamente alto de
proteccion con acido sidlico, necesario para un perfil PK éptimo, se aplicé un ensayo de lectina, usando lectina de
Erythrina cristagalli (ECL) para la deteccion de las galactosas expuestas (véase la figura 3 para una vision
esquemaética del ensayo usado). De las 47 muestras ensayadas 15 mostraron una sefial a DO405 con ECL > blanco
+ 0,2, lo que indica un grado relativamente alto de exposicion de las galactosas terminales a los glucanos de estas
muestras de AAT. Para unas pocas de estas muestras, el bajo grado de proteccién de los glucanos por medio de
acido sialico se confirm6 mediante un analisis adicional de glucanos usando un método basado en HPLC (Hermentin
et al., 1996; Gervais et al., 2003). Por lo tanto, las muestras de AAThr con una sefial de ECL a una DO405 > blanco
+ 0,2 no se sometieron adicionalmente a un analisis extensivo de glucanos y no se ensayaron en estudios PK.

El método de obtencion de perfil de glucanos extendido se muestra esquematicamente en la figura 3 e implica la
liberacion de los glucanos unidos en N de AAT con la enzima N-glucosidasa F (PNGasaF), y el marcaje de los
glucanos con acido 2-antranilico fluorescente (2-aa). Posteriormente, los glucanos se separan mediante
cromatografia de intercambio aniénico (AEX) en grupos de acuerdo con su cara negativa, es decir, separacion de los
glucanos con diferentes niumeros de acido sialico. A partir de este perfil, se determina un niumero Z, que representa
el grado de carga (es decir, sialilacion) de los glucanos unidos en N.

La formula para Z:
Z = (AAsia|0Xo)+(AMonosiak}Xl)(ADisia|0X3)+(ATe1rasia|0X4) (A = érea, Hel’mentll"l et al., 1996)

Ademas, los glucanos desialilados se separan mediante cromatografia de fase normal (NP) en grupos segln su
tamafo, es decir, separacion de los glucanos con diferente grado de ramificacién (antenaridad). A partir de este
perfil, se determina un nimero A, que representa el grado de ramificacion de los glucanos unidos en N.

La formula para A:
A = (ApiantenarioX2)+(ArriantenarioX3) +(Atetra-antenarioX4).

Finalmente, al calcular la proporcion Z/A, se obtiene el grado (porcentaje) de proteccion mediante acido sialico de los
glucanos unidos en N de una glucoproteina (Gervais et al., 2003).

Los perfiles de glucanos de PER.C6-AATr se muestran en las tablas 1 y 2. Los perfiles generales de muestras de
PER.C6-AATr (tablas 1 y 2) muestran un 12-54 % de di-antena, un 13-39% de tri-antena y un 22-48% de tetra-
antena y un 0-55% de di-sialo, 0-30% de trisialo, 0-29% de tetra-sialo. El grado de proteccion de los glucanos por
acido sialico de PER.C6-AATr varia del 0 al 92%, este grado de proteccién con acido sialico no se correlaciona con
las productividades especificas de las lineas celulares de PER.C6-AATr (r de Spearman = -0,024, p = 0,893) (tablas
1y 2y figura 4).

Tal como se esperaba, los glicanos con AATr positivo a ECL contienen un menor nivel de carga (sialilacion)
(intervalo de numero Z: 0-124) frente a PER.C6-AATTr negativo a ECL (intervalo de nimero Z: 151-253) (la diferencia
es significativa, segln se ensaya con la prueba de Mann-Whitney, p < 0,001) (véase la figura 5). Los glicanos de
PER.C6-AATT positivo a ECL contienen un nivel mayor de antenaridad (intervalo de nimero A: 299-322) frente a
PER.C6-rAAT negativo a ECL (intervalo de numero A: 266-307) (la diferencia es significativa, seglin se ensaya con
la prueba de Mann-Whitney, p < 0,001) (véase la figura 5). Ademas, hay un menor grado de sialilacién en los
glucanos tetra-antenarios de PER.C6-AATr-ST6 (ECL negativo), que varian del 6 al 62% frente a PER.C6-AATr-ST3
(ECL negativo), que varia del 35 al 106% (la diferencia es significativa, segun se ensaya con la prueba de Mann-
Whitney, p<0,001), mientras que este no es el caso para el grado general de sialilacion (tablas 1 y 2, figura 6). La
menor preferencia de ST6 por glucanos mas ramificados (Joziasse et al., 1987) puede ser la causa del menor grado
de sialilacién en los glucanos tetra-antenarios de PER.C6-AATr-ST6 frente a PER.C6-AATr-ST3.
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Los perfiles de glucano indican una tendencia para un mayor grado de ramificacion en los glucanos de PER.C6-
AATr en comparacién con AAT procedente de plasma (Prolastin®), ya que el perfil para Prolastin® es: 80% de di-
antena, 18% de tri-antena y 2% de tetra-antena (tablas 1 y 2). Este fenébmeno también es evidente a partir de la
comparacién de los numeros A (figura 5 y tablas 1 y 2). El grado de proteccion de los glucanos mediante acido
sialico de Prolastin® es del 96% (tablas 1y 2).

Ejemplo 3
Farmacocinética de PER.C6-AATr en un modelo de rata

Se establecié un modelo de rata para determinar la farmacocinética (PK) de PER.C6-AATr. El modelo deberia ser
capaz de detectar AAT presente en medio condicionado de PER.C6 no purificado (CM) a concentraciones de
aproximadamente 40-100 pg/ml (a 2 ml/kg, dando como resultado dosis de aproximadamente 80-200 pg/kg).

Se efectuaron cuatro experimentos: los primeros dos para configurar el modelo y el segundo, tercero y cuarto
experimento para seleccionar las lineas celulares de PER.C6-AATr que producen AATr con caracteristicas PK
optimas. En estos estudios, se us6 AATdp (Prolastin®) para establecer el modelo como referencia. El procedimiento
experimental fue del siguiente modo: Se dosificd a ratas (Wistar macho, 8 semanas de edad) por via i.v. en la vena
caudal con las muestras de ensayo de AAT (volumen de la dosis 2 ml/kg, intervalo de dosis de 50-200 pg/kg, n = 3
ratas por grupo). Se extrajeron muestras de sangre a partir de la punta de la cola antes de la dosis y en varios
instantes después de la administracion de la dosis. Se recogi6é sangre en microcubetas de K;EDTA y se preparé el
plasma. Posteriormente se determind la concentracion de AAT residual en las muestras de plasma mediante ELISA
(kit de ELISA de AAT, Affinity Biologicals). Los datos obtenidos se modelaron por rata con un modelo de 2
compartimentos y se determinaron posteriormente los parametros PK.

Tal como se muestra por los datos del experimento 1 (véase la figura 7) se hallé que el modelo es adecuado para
determinar el perfil PK en muestras no purificadas porque las curvas de concentracion en plasma frente al tiempo de
Prolastin® afiadido a PER.C6-CM y a control de tampén (PBS, 0,01% p/v, Tween-80 (PT) (dosis de 200 pg/kg) son
similares. Se obtuvo un resultado similar con dosis de Prolastin® de 100 pg/kg (datos no mostrados). En la figura 7
se muestra también que se observa una respuesta aumentada con dosis de Prolastin® afiadidas en CM de 50-200
pa/kg. A partir de los datos se calculdé que Prolastin® tiene un tiempo medio de residencia (TMR) de 11-12 h.
También se detectaron las muestras de PER.C6-AATr, mostrando PER.C6-AATr-ST3-202c una menor eliminacion
(TMR~ 20,5 h) en comparacién con Prolastin® y mostrando PER.C6-AATr-ST6-530 una eliminacion mas rapida
(TMR ~3,6 h) en comparacion con Prolastin® (Tabla 1y 2). Basandose en estas observaciones, se llegé por lo tanto
a la conclusion de que el modelo podria usarse para las muestras de PER.C6-AATr no purificadas, que se
ensayaron en los experimentos 2-4 a un nivel de dosis de 100 pg/kg para todas las muestras. En la figura 8 se
muestran perfiles PK representativos para PER.C6-AATr-ST3 y PER.C6-AATr-ST6 en comparacion con Prolastin®.

La ultima columna en las tablas 1 y 2 muestra los valores de TMR obtenidos en los experimentos PK. El ensayo
estadistico en las diferencias entre muestras y grupos de muestras respecto al TMR se efectu6 mediante ANOVA en
valores logaritmicos transformados. Los TMR de las preparaciones tanto de PER.C6-AATr-ST3 y PER.C6-AATr-ST6
ensayadas fueron significativamente diferentes de las de Prolastin®. El TMR gara 8 de 10 preparaciones de PER.C6-
AATr-ST3 ensayadas fueron significativamente mayores que las de Prolastin™ y variaron entre 18-23 h. Entre estas 8
preparaciones de PER.C6-AATr-ST3 las diferencias en los TMR no fueron significativas.

Los TMR de PER.C6-AATr-ST3-053b y -539 fueron significativamente menores que las de Prolastin®. Para PER.C6-
AATr-ST3-0539 esto se debe al grado relativamente bajo de sialilacién (49%) confirmado mediante el rescate del
perfil PK de esta preparacion en la primera hora durante el bloqueo del receptor de asialiglucoproteina mediante
inyeccidn conjunta con asialofetuina (datos no mostrados). El perfil de glucanos para PER.C6-AATr-ST3-053b no fue
concluyente (sin asignacion clara de picos posible), sin embargo, también en este caso el defecto en la sialilacion es
lo mas probablemente la causa del bajo TMR.

Para todas las preparaciones de PER.C6-AATr-ST6 ensayadas el TMR fue significativamente menor que el de
Prolastin® variando entre 3,4-3,9 h. Esto puede explicarse por el grado relativamente bajo de sialilacion de los
glucanos tetra-antenarios en PER.C6-AATr-ST6 (variando del 6 al 62%) y/o mediante un mecanismo potencial
diferente de eliminacién de AAT sialilado en 02,3 frente a AAT sialilado en a2,6.

Conclusiones

De acuerdo con la presente invencioén, se han generado lineas celulares de PER.C6 que producen AAT humana con
un alto rendimiento (de hasta 22 pcd) y con una cantidad aceptable, es decir, las preparaciones fueron activas en un
ensayo in vitro. De manera sorprendente e interesante, se demostraron perfiles PK prometedores en un modelo de
rata. Las células PER.C6 forman, por lo tanto, una plataforma adecuada para la producciéon de AAT humano
recombinante para su uso en, entre otras casas, el enfisema relacionado con la deficiencia de AAT o para su uso en
otras enfermedades inflamatorias con dafio tisular mediado por neutrofilos. La AAThr de la presente invencion
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puede, sin embargo, producirse de manera adecuada en otros tipos celulares de mamifero que coexpresan una 2,3-

0 2,6-sialiltransferasa.
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SECID N°: 1
Secuencia de aminoacidos de AAT

Mpssvswgilllaglcclvpvslaedpggdaagktdtshhdagdhptfnkitpnlaefafs
lyrglahgsnstniffspvsiatafamlslgtkadthdeileglnfnlteipeagihegf
gellrtlngpdsqglglttgnglflseglklvdkfledvkklyhseaftvnfgdteeakkqg
indyvekgtggkivdlvkeldrdtvfalvnyiffkgkwerpfevkdteeedfhvdgvttv
kvpmmkrlgmfnighckklsswvllmkylgnataifflpdegklghlenelthdiitkfl
enedrrsaslhlpklsitgtydlksvlgglgitkvfsngadlsgvteeaplklskavhka
vltidekgteaagamfleaipmsippevkfnkpfviflmiegntksplfmgkvvnptgk*

SEC ID N°: 2
CDS optimizado de AAT (basado en NM_000295)

atgcccagcagcgtgagctggggcatcectgctgectggecggectgtgetgectggtgecce
gtgagcctggccgaggacccccagggcgacgccgecccagaaaaccgacaccagceccaccac
gaccaggaccaccccaccttcaacaagatcacccccaacctggecgagttcgecttecage
ctgtaccggcagctggcccaccagagcaacagcaccaacatctttttcagecececgtgage
atcgccaccgcecttecgceccatgectgtcececctgggcaccaaggccgacacccacgacgagate
ctggaaggcctgaacttcaacctgaccgagatccccgaggcecccagatccacgagggcette
caggaactgctgcggaccctgaaccagcccgacagccagctccagectcaccaccggcaac
ggcctgtttctgagcgagggcctgaaactggtggacaagtttctcgaagatgtgaagaag
ctgtaccacagcgaggccttcaccgtgaacttcggcgacaccgaggaagccaagaagcag
atcaacgactacgtggagaagggcacccagggcaagatcgtggacctggtgaaagagctyg
gaccgggacaccgtgttcgccctggtgaactacatcttcttcaagggcaagtgggagcgyg
cctttcgaggtgaaggataccgaggaagaggacttccacgtggaccaggtgaccaccgtyg
aaggtgcccatgatgaagcggctgggcatgttcaacatccagcactgcaagaagctgtcec
agctgggtcctgctgatgaagtacctgggcaacgccaccgceccatcttttttectgeccgac
gagggcaagctgcagcacctggaaaacgagctgacccacgacatcatcaccaagtttctg
gaaaatgaggaccggcggagcgccagcctgcacctgecccaagctgteccatcaccggcecacce
tacgacctgaagagcgtgctgggccagctgggcatcaccaaggtgttcagcaacggcecgec
gacctgagcggcgtgaccgaagaggcccccctgaagectgtctaaggecgtgcacaaggec
gtgctgaccatcgacgagaaggggaccgaagccgccggagcecatgtttectggaagcecatce
cccatgagcatccceccecccgaggtgaagttcaacaageccttegtgttectgatgatcecgag
Cagaacaccaagagccccctgttcatgggcaaggtggtgaaccccacccaaaagtga
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REIVINDICACIONES
1. a1-antitripsina humana recombinante (AAThr) que comprende glucanos unidos en N, caracterizado por que:

(a) al menos el 10% de dichos glucanos unidos en N son glucanos tetra-antenarios; y
(b) el grado de proteccion con acido sialico en dichos glucanos unidos en N (Z/A) es de al menos el 50%,
en la que al menos el 50% de la sialilacién en dichos glucanos unidos en N es a-2,3-sialilacion.

2. AAThr de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que al menos en 20% de dichos glucanos unidos en N son
glucanos tetra-antenarios.

3. AAThr de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en el que de aproximadamente un 10% a un 50% de dichos
glucanos unidos en N son glucanos tetra-antenarios.

4. AAThr de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que de aproximadamente un 20% a un 40% de dichos
glucanos unidos en N son glucanos tetra-antenarios.

5. AAThr de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes en la que al menos un 90% de la
sialilacion total de dichos glucanos unidos en N es a-2,3-sialilacion.

6. AAThr de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el grado de proteccién con
acido sialico en dichos glucanos unidos en N (segun se calcula por la relacion Z/A) es de al menos el 70%,
preferentemente al menos un 80%, mas preferentemente al menos el 90%.

7. AAThr de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el grado de proteccion con
acido sialico en dichos glucanos unidos en N que son tetra-antenarios es de al menos el 20%.

8. AAThr de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el grado de proteccién con
acido sialico en dichos glucanos unidos en N que son tetra-antenarios es de al menos el 50%.

9. AAThr de acuerdo con la reivindicacién 8, en la que el grado de proteccion con acido sidlico en dichos glucanos
unidos en N que son tetra-antenarios es de aproximadamente el 50% a aproximadamente el 97%.

10. AAThr de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el grado de proteccion con
acido sidlico en dichos glucanos unidos en N que son tetra-antenarios es de aproximadamente el 70% a
aproximadamente el 95%.

11. AAThr de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes para su uso como medicamento.

12. AAThr de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes para su uso en la prevencion y/o
tratamiento de una enfermedad asociada con deficiencia en AAT, y/o una enfermedad que implica dafio tisular
mediado por neutroéfilos.

13. Método para producir a1-antitripsina humana recombinante (AAThr) de la reivindicacion 1, que comprende las
etapas de proporcionar una célula PER.C6 con un acido nucleico que codifica a1-antitrpisina humana de tal forma
que dicha célula PER.C6 porta dicho acido nucleico de una manera expresable; y cultivar dicha célula PER.C6 en
condiciones que conducen a la producciéon de dicha af-antitripsina humana recombinante, en el que dicha célula
PER.C6 se modifica para expresar conjuntamente una a2,3 sialiltransferasa.

14. AAThr de acuerdo con la reivindicacién 1, que puede obtenerse mediante un método de acuerdo con la
reivindicacién 13.
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FIG. 1
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FIG. 2
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FIG. 3
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FIG. 5
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FIG. 6
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FIG. 7
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FIG. 8
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FIG.9
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